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Résumé  
  
Les anthracyclines, comme la doxorubicine (DOX) ou la daunorubicine (DNR), sont 
utilisées dans le traitement d’une grande variété de cancers allant des lymphomes, au cancer du 
sein, en passant par certaines leucémies. Encore aujourd’hui, beaucoup pensent que les 
anthracyclines entrent dans les cellules par diffusion passive, toutefois, la plupart de ces mêmes 
personnes sont d’accord pour dire que la p-glycoprotéine est responsable d’exporter ces molécules 
hors de la cellule. Mais pourquoi une molécule aurait besoin d’un transporteur pour sortir de la 
cellule, et pas pour y entrer ? Qu’est-ce qui ferait que la diffusion passive fonctionnerait dans un 
sens, mais pas dans l’autre, d’autant que l’entrée des anthracyclines dans les cellules est très 
rapide ? Nous pensons qu’il existe bel et bien un transporteur responsable de faire passer les 
anthracyclines du milieu extracellulaire au cytoplasme, et nous voulons développer un modèle de 
levure qui permettrait de déterminer si une protéine, un transporteur, issue d’un autre organisme 
eucaryote est en mesure de transporter la DOX à l’intérieur de la cellule. Pour ce faire, nous avons 
rassemblé un groupe de mutants présentant une déficience dans l’absorption d’autres molécules 
chargées positivement telles que la bléomycine ou le NaD1 et avons déterminé le taux d’absorption 
de DOX de chacun de ces mutants. Les simples mutants sam3Δ ou dur3Δ n’ont montré qu’une 
faible réduction de l’absorption de DOX, voire, aucune, par rapport à la souche parentale. Si le 
double mutant sam3Δdur3Δ a montré une réduction relativement importante de l’absorption de 
DOX, c’est le mutant agp2Δ qui présentait la plus grande réduction d’absorption de DOX, ainsi 
qu’une résistance notable à son effet létal. Nous avons utilisé, par la suite, ce mutant pour exprimer, 
à l’aide d’un vecteur d’expression, une protéine du ver Caenorhabditis elegans, OCT-1 (CeOCT-
1). Les résultats ont montré que cette protéine était en mesure de restaurer l’absorption de DOX, 
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compromise chez le mutant agp2Δ ainsi que d’augmenter la sensibilité de la souche parentale à 
son effet létal, lorsqu’exprimée chez celle-ci. Cela suggère que CeOCT-1 est un transporteur 
fonctionnel de DOX et contredit également le dogme selon lequel les anthracyclines entrent dans 
les cellules par diffusion passive.  
Mots clés : Levure, Caenorhabditis elegans, Traitement contre le cancer, Doxorubicine,  
Transporteurs, OCT-1, Uptake  
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Abstract  
  
Anthracyclines such as doxorubicin (DOX) or daunorubicin (DNR) are used for treatment 
of a wide variety of cancers from lymphomas to breast cancer going through some leukemia. Still 
today, several people think that anthracyclines enter cells through passive diffusion, but these same 
people believe that the p-glycoprotein is involved in efflux of anthracyclines. We think that there 
is a transporter responsible for uptake of anthracyclines by cells and we want to develop a yeast 
model that would allow us to determine if protein from another eukaryote organism could be able 
to transport DOX into yeast cells. In order to do that, we gathered a group of mutants that are 
already known to be resistant to other positively charged molecules such as bleomycin and NaD1 
and determined their ability to take up DOX. The simple mutants sam3Δ or dur3Δ showed no or 
slight decrease of DOX compared to parent. If the double mutant sam3Δdur3Δ showed rather 
significant uptake decrease, it is the agp2Δ that showed the grater decrease in DOX uptake as a 
resistance to its lethal effect. We used that mutant to express a protein from the worm 
Caenorhabditis elegans, OCT-1 (CeOCT-1). The results showed that this protein was able restore 
back the uptake of DOX that was compromised in agp2Δ and was also able to increase the 
sensitivity of the parent to its lethal effect. This leads us to believe that CeOCT-1 is functional 
transporter for DOX and goes against the dogma wherein anthracyclines enter the cells through 
passive diffusion.  
Key Words: Yeast, Caernorhabditis elegans, Doxorubicine, Transporter, OCT-1, Uptake  
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1. Revue de la littérature  
  
1.1 Le cancer et les caractéristiques d’une cellule cancéreuse  
  
En 2011, 72 476 décès au Canada ont été attribués au cancer. Cela en fait la principale 
cause de décès avec 29,9% de tous les décès, soit 10% de plus que les décès attribuables aux 
maladies du cœur [4]. Les cellules cancéreuses sont caractérisées par certaines propriétés 
qui leur sont propres et qui constituent leur signature. D’abord, elles doivent acquérir la 
capacité de croître indépendamment des signaux de croissance. Elles peuvent le faire, soit 
en les produisant elles-mêmes et en induisant une stimulation autocrine/paracrine, soit en 
produisant un récepteur de facteurs de croissance qui est activé de façon constitutive [5]. 
Elles doivent également être en mesure d’échapper à l’apoptose, ce qui peut se faire, à titre 
d’exemple, par l’inactivation de la protéine p53, chose que l’on observer dans 50% des 
cancers [5, 6]. Ces deux caractéristiques impliquent que la cellule cancéreuse aura un taux 
de division cellulaire élevé. Normalement, à chaque division, une partie de l’extrémité des 
chromosomes est perdue. La présence des télomères, des répétitions d’un même motif 
d’acides nucléiques (TTAGGG), permet d’éviter la perte d’informations génétiques. 
Toutefois, ceux-ci sont limités, et la cellule meurt normalement après un certain nombre de 
division, mais la réactivation de la télomérase, responsable de la synthèse des télomères, 
dans les cellules cancéreuses, permet d’immortaliser la cellule qui peut alors se diviser sans 
aucune limite [5]. Cela mène à l’accumulation d’un grand nombre de cellules qui formeront 
éventuellement une tumeur. Or, toute cellule doit recevoir des nutriments et de l’oxygène et 
doit être en mesure d’évacuer ses déchets. Cela se fait par le biais de la circulation sanguine. 
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Dans une tumeur, le nombre croissant de cellules implique que plus de sang doit leur 
parvenir. Ainsi, la stimulation de l’angiogenèse, par la production de VEGF (vascular 
endothelial growth factor), devient importante pour les cellules cancéreuses. La dernière 
caractéristique faisant d’une cellule une cellule cancéreuse est sa capacité à envahir les tissus 
adjacents et à produire des métastases [5, 6].  
  
1.2 Mutations et oncogenèse  
  
L’acquisition de toutes ces caractéristiques se fait par le biais d’altérations 
génétiques. Le moyen le plus évident d’induire des altérations génétiques est de causer des 
lésions à l’ADN lui-même. Certaines lésions peuvent être induites par des processus 
physiologiques. Des mésappariements peuvent être introduits par l’ADN polymérase. Des 
bris dans les brins d’ADN peuvent survenir suite à une interruption de l’activité des 
topoisomérases I ou II (TOP I ou II). Mais des lésions peuvent aussi survenir lors 
d’exposition à certains agents, comme les métaux lourds, les ultraviolets ou les radiations 
ionisantes, auxquelles on peut être exposé en respirant du radon, par exemple [7]. 
L’inflammation chronique représente également une autre source possible de lésions. Lors 
d’une réaction inflammatoire, plusieurs substances sont produites par différentes cellules, 
au site d’inflammation, comme des cytokines, qui attirent plus de cellules inflammatoires, 
ou des espèces réactives d’oxygène (ROS) qui vont combattre un éventuel agent pathogène, 
mais aussi induire des lésions sur l’ADN des cellules. Aussi, la production de 
prostaglandines par la COX-2 inhibe l’apoptose et stimule l’angiogenèse, la capacité 
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d’invasion et l’inflammation. Ainsi, les ROS augmentent les chances de mutation de l’ADN 
et les prostaglandines permettent aux cellules, qui devraient normalement mourir en raison 
des mutations qu’elles ont subies, de survivre et d’évoluer vers l’état de cellules cancéreuses. 
L’inhibition de la COX-2, par des anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS), a montré une 
diminution des risques de cancer en cas d’inflammation chronique [8, 9]. Toutefois, les 
mutations constituent des modifications dans la séquence d’acides nucléiques, mais il existe 
d’autres modifications qui altèrent le bon fonctionnement des gènes et qui contribuent à 
l’oncogenèse. Par exemple, la cellule peut perdre une de ses deux copies d’un chromosome. 
Si ce chromosome contient un ou plusieurs gènes suppresseurs de tumeur (GST), qui 
empêchent normalement la cellule d’évoluer vers l’état de cellule cancéreuse, les risques 
d’apparition d’un cancer augmentent. Les GST peuvent aussi être inactivés par 
l’hyperméthylation de leur promoteur [5]. On peut également observer une instabilité 
chromosomique durant laquelle certaines parties d’un chromosome peuvent être transférées 
dans un autre chromosome. Cela survient entre autres lorsque les télomères de la cellule 
précancéreuse deviennent particulièrement courts [7].  
  
1.3 Réparation de l’ADN  
  
Une cellule, en temps normal, subit plusieurs dizaines de milliers de lésions de l’ADN 
par jour sans pourtant évoluer en cancer, et ce, parce qu’il existe un ensemble de mécanismes 
qui permettent de réparer ces lésions qu'on appelle : réponse aux dommages à l’ADN ou 
« DNA damage response » (DDR). Il existe plusieurs types de lésions possibles, les lésions 
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engendrées par un agent étant différentes de celles infligées par un autre. Par exemple, les 
UV vont engendrer des dimères cyclobutane-pyrimidine (CPDs) ou des photoproduits 6-4 
pyrimidine-pyrimidine (6-4PPs) [10] alors que l’ADN polymérase II engendrera plutôt des 
mésappariements, en autres [7]. En raison de ce grand nombre de lésions possibles, la cellule 
possède plusieurs mécanismes pour les réparer, chacun ayant une affinité particulière pour 
un type de lésion. Ainsi, pour réparer les mésappariements, la cellule utilise la voie de la 
réparation des mésappariements ou « mismatch repair » et pour les bris double brin, elle 
utilise la DDR médiée par ATM ou « ATM-mediated DDR signaling ». Mais la voie qui 
permet la réparation du plus grand nombre de lésions est probablement la réparation par 
excision de nucléotides ou « nucleotide excision repair pathway » (NER) qui répare toutes 
les lésions qui distordent l’hélice d’ADN [7].  
  
1.3.1 Bris double brin (DSB)   
  
De toutes les lésions que l’ADN peut subir, les bris double brin sont parmi les plus 
dangereux pour la cellule [11]. Il s’agit du type de lésion contribuant à l’instabilité 
génomique observée dans les cellules cancéreuses [12, 13]. Mais les DSB sont aussi 
impliqués dans le vieillissement. L’induction de DSB par l’irradiation gamma ou certains 
agents de chimiothérapie induit une sénescence des cellules et un vieillissement prématuré. 
De même, des mutations sur des gènes impliqués dans la réparation des DSB induisent un 
vieillissement prématuré. D’un autre côté, on observe une diminution des mécanismes de 
réparation des DSB avec l’âge [14-19]. Toutefois, si ces lésions représentent les dommages 
les plus toxiques qu’une cellule peut subir, les DSB sont également essentiels à la méiose et 
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participent à la diversité génétique des organismes à reproduction sexuée en permettant 
d’échanger des fragments de séquence entre les chromatines sœurs [20, 21]. Les DSB jouent 
également un rôle primordial dans le développement des lymphocytes en favorisant la 
diversité des immunoglobulines et des récepteurs des cellules T [11]. Ces lésions sont 
reconnues par la cellule grâce au complexe MRN, composé des protéines Mre11, Rad50 et 
Nbs1 (Xrs2 chez la levure), dont le recrutement est la première étape dans la réparation de 
ces lésions, et induit le point de contrôle durant lequel la cellule cesse de progresser dans le 
cycle cellulaire, le temps de réparer les lésions [13, 22-24]. Plusieurs choses peuvent causer 
des DSB, comme les anthracyclines [25], ou les radiations ionisantes (RI). En temps normal, 
un être humain est constamment exposé aux RI, que ce soit dans le domaine médical (rayons 
X) ou industriel. Même le sol dégage des RI sous forme de radon [26]. La dangerosité des 
DSB et l’impossibilité d’éviter les sources de DSB accroissent la nécessité d’une voie de 
réparation de ces lésions. Les principales voies de réparation sont : la recombinaison 
homologue (HR) et la jonction d’extrémités non homologues (NHEJ) [13, 27]. Dans les 
deux cas, c’est le complexe MRN qui agit comme senseur des DSB. S’en suivent le 
recrutement et l’activation de ATM [28] qui va phosphoryler Chk2, H2AX et d’autres 
protéines. Plusieurs autres protéines sont impliquées comme 53BP1 et Artémis dont le 
recrutement, la nécessité et la fonction dépendent de la phase du cycle cellulaire et de la 
région (euchromatine vs hétérochromatine), mais l’on observe trois effets principalement : 
le recrutement des protéines impliquées dans le processus de réparation, le remodelage de 
la chromatine pour rendre le site accessible et l’induction du point de contrôle [11, 23, 24, 
29-37].  
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1.3.1.1 Recombinaison homologue (HR)  
  
La HR est le mode de réparation des DSB qui permet d’éviter d’introduire des 
mutations dans le génome et de réparer les DSB le plus fidèlement possible. C’est ce 
processus qui est impliqué dans le partage de séquences d’ADN entre les chromosomes 
homologues, lors de la méiose [20]. La HR est un processus lent qui n’est utilisé, chez les 
mammifères, que pour réparer 15% des DSB [24, 38], particulièrement en phase S/G2 du 
cycle cellulaire [39]. Les levures, toutefois, utilisent presque exclusivement cette voie pour 
réparer les DSB [23]. La HR commence par la dégradation 5’→3’ de l’un des deux brins 
sur les deux extrémités du DBS par des endonucléases, comme le complexe MRN associé à 
CtIP chez l’humain (MRX associé à Sae2 chez la levure), Exo1 ou Dna2. La production 
d’ADN simple brin, qui empêche alors la lésion d’être réparée par la NHEJ [20], induit le 
recrutement de RPA. Rad 52 remplace alors RPA par Rad51 [25, 40, 41]. Ce processus de 
remplacement est lent, probablement en raison de l’interférence causée par RPA [42]. Rad51 
forme des filaments nucléoprotéiques sur l’extrémité 3’ libre qui envahissent l’ADN 
homologue (le plus souvent, il s’agit de la chromatine sœur) pour former une D-loop. Rad54 
retire alors Rad51 de l’ADN une fois l’alignement avec l’ADN homologue effectuée [42]. 
S’en suit alors une synthèse d’ADN en utilisant l’extrémité 3’ comme amorce et l’ADN 
homologue comme modèle. Il se forme alors des jonctions de Holliday caractérisées par la 
formation d’une structure à quatre brins d’ADN [20, 40]. Ces jonctions sont alors défaites 
par des résolvases dont l’orientation et la nature décideront s’il y a échange ou non de brin 
d’ADN entre les chromatines sœurs. La D-loop peut aussi être dissoute avant la fin de la 
synthèse d’ADN évitant ainsi la formation de jonctions Holliday [20, 41].  
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1.3.1.2 Jonction d’extrémités non homologues (NHEJ)  
  
La NHEJ représente la voie de réparation des DSB la plus active chez les mammifères 
[29], mais elle induit souvent des erreurs dans la séquence d’ADN et a donc parfois un effet 
mutagène. Les mutations induites par le NHEJ sont multiples et variées en raison des 
caractéristiques propres à chaque DSB, mais surtout en raison du grand nombre d’actions 
possibles des nucléases, des polymérases et des ligases impliquées dans cette voie. Le tout 
commence par le recrutement de Ku [43]. Cette protéine sert au recrutement de différentes 
autres protéines nécessaires à la réparation du DSB. Toutefois, l’identité et l’ordre de 
recrutement des protéines peuvent varier. Trois types de protéines peuvent être recrutés : les 
endonucléases, les polymérases et les ligases [39]. Différentes nucléases peuvent être 
recrutées en fonction de l’état de la lésion. Par exemple, Fen-1 est requise lorsqu’il y a des 
« 5’ flap » ou des extrémités 5’ simple brin [23]. En cas de formation de structure en épingle 
à cheveux, Artémis est la protéine qui vient retirer cette structure [44]. C’est ce qu’on appelle 
le « nettoyage » de la lésion. Les cas mentionnés ne sont que des exemples. Une fois le 
nettoyage terminé, si nécessaire, différentes polymérases peuvent être recrutées, chacune 
ayant une façon bien à elle d’insérer les nucléotides. Les polymérases λ, β et µ peuvent 
remplir un espace dans un espace simple brin qui peut être créé, par exemple, si la ligation 
à lieu avant cette étape. Les polymérases λ et µ peuvent remplir des espaces sur deux brins 
opposés s’il se trouve au moins une paire de bases complémentaires entre les deux espaces. 
D’autres polymérases peuvent aussi ajouter des nucléotides sur les extrémités libres des 
DSB avec l’aide de Loop1 et H329 [45]. En ce qui a trait aux ligases, la ligase XRCC4 : 
DNA ligase IV est la principale ligase de la NHEJ. Cette ligase démontre une grande 
 9  
  
polyvalence. En considérant, par exemple, que les extrémités 3’ des deux côtés de la DSB 
soient simple brin et que, lorsque superposées, elles présentent deux paires de nucléotides 
complémentaires, la XRCC4 : DNA ligase IV peut induire la ligation indépendamment de 
l’état des extrémités 5’ [39, 43]. Cette grande variabilité représente un atout dans la 
production des immunoglobulines et des TCR des lymphocytes, par exemple [39]. C’est, en 
effet, la NHEJ qui est responsable de réparer les DSB produits lors du réassemblage des 
séquences génétiques qui coderont pour les immunoglobulines et les TCR spécifiques à 
chaque lymphocyte [46]. La voie utilisant Ku et la XRCC4 : DNA ligase IV est la voie 
rapide du NHEJ alors que la voie lente utilise ATM, Artémis le complexe MRN, 53PB1 et 
plusieurs autres [47].  
 
 
1.4 Réparation de l’ADN et cancer  
  
Malgré tous ces systèmes de réparation de l’ADN, il arrive que cela ne soit pas 
suffisant et que les mutations s’accumulent malgré tout, transformant la cellule en cellule 
cancéreuse. Toutefois, les gènes codant pour les protéines de réparation de l’ADN peuvent 
également subir des mutations et être inactivés. Cela augmentera l’instabilité du génome et 
favorisera l’oncogenèse [48]. Ainsi, les protéines impliquées dans les processus de 
réparation de l’ADN constituent des GST. [7, 10, 49]. Mais, si les défectuosités des 
mécanismes de réparation de l’ADN constituent l’un des facteurs contribuant au 
développement du cancer, elles constituent également leur faiblesse. En effet, en dehors des 
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chirurgies, l’utilisation d’agents génotoxiques, comme les radiations ou les chimiothérapies, 
constitue la méthode la plus répandue pour traiter les cancers. Les cellules cancéreuses 
répliquent leur ADN plus fréquemment et plusieurs agents de chimiothérapie s’en prennent 
directement à la fourche de réplication pour induire des lésions sur l’ADN ce qui permet à 
ces agents de mieux cibler les cellules cancéreuses plutôt que les cellules saines. Ainsi, 
l’induction de lésions sur l’ADN représente un bon moyen de lutter contre les cellules 
cancéreuses puisqu’elles y sont plus sensibles et qu’elles ont plus de difficulté à les réparer. 
Cela signifie également que les cellules cancéreuses ayant conservé un bon système de 
réparation de l’ADN seront plus résistantes à la radiothérapie et aux chimiothérapies [7].  
  
1.5 Cancers et pronostics  
  
Si l’apparition d’un cancer passe toujours par l’accumulation de mutations dans une 
cellule, tous les cancers ne sont pas identiques. De fait, les traitements et les pronostics 
varient d’un cancer à l’autre. Par exemple, le lymphome de Hodgkin se soigne avec un 
traitement combiné d’adriamycine, de bléomycine, de vinblastine et de dacarbazin avec un 
taux de rémission se situant à plus de 85% [50, 51]. D’un autre côté, les patients souffrant 
d’un cancer du poumon voient leur pronostic descendre jusqu’à 10%. Toutefois, pour le 
même traitement combinant la cisplatine et la pemetrexed on observe une réponse bien 
différente en fonction du type de cellules composant la tumeur pulmonaire [52].  
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1.5.1 Acute Myeloid Leukemia (AML)  
  
L’AML est la forme de leucémie aiguë la plus commune [53], et le second cancer 
hématopoïétique le plus fréquent [53, 54]. Il s’agit d’une anomalie des cellules souches 
myéloïdes qui prolifèrent sans être capables de poursuivre leur différenciation, rendant 
impossible la production de cellules hématopoïétiques [55]. Ces cellules non différenciées 
s’accumulent dans la moelle osseuse et se retrouvent, éventuellement, dans la circulation 
sanguine sans être en mesure d’accomplir les fonctions d’une cellule pleinement différenciée 
[56]. Il en résulte des hémorragies sévères en raison du manque de cellules impliquées dans 
la coagulation, ainsi que de graves infections par manque de leucocytes [55]. Aujourd’hui 
encore, le principal traitement de l’AML est une combinaison d’anthracyclines et de 
cytarabine, un analogue de nucléotide [53, 57]. Deux composantes majeures viennent 
compromettre l’efficacité du traitement. On observe d’abord de fréquentes rechutes, mais 
également, une résistance des cellules cancéreuses au traitement [58, 59]. En tout et pour 
tout, seuls 50% des patients atteints d’AML montreront une rémission complète, mais 
seulement 10% chez les patients âgés de plus de 65 ans. Cela est d’autant plus significatif 
que l’AML apparaît plus chez les 65 ans et plus [56].  
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1.6 Les anthracyclines   
  
Les anthracyclines constituent un large groupe de molécules dont les deux principales 
sont la doxorubicine (adriamycine) (DOX) et la daunorubicine (DNR) [60, 61] (Fig. 1). Elles 
ont la propriété d’être fluorescentes avec une émission à environ 600 nm [62, 63]. Les 
anthracyclines ont été caractérisées en 1963 comme antibiotique dérivé de Streptomyces 
peucetius var. caesius [64]. Ces molécules chargées positivement [65] sont aujourd’hui 
utilisées comme thérapie anti-cancer. Les anthracyclines présentent toutefois des risques liés 
à leur toxicité. La principale toxicité des anthracyclines est une toxicité cardiaque [61, 66, 
67], mais on leur attribue également une toxicité hépatique et rénale [68]. On produit 
aujourd’hui plusieurs anthracyclines synthétiques dont certaines sont des conjugaisons avec 
des complexes, des nanoparticules et des radio-marqueurs, de manière à diminuer leur 
toxicité ou à augmenter l’absorption de la molécule par les cellules cancéreuses. Elles 
peuvent aussi viser à améliorer la livraison de la molécule aux cellules cancéreuses ou servir 
à suivre la distribution des anthracyclines à l’intérieur de l’organisme [60, 63, 65, 67, 69-
75]. On peut également trouver des anthracyclines synthétiques telles l’idarubicine, un 
dérivé de la daunorubicine [76], ou l’amrubicine [77].    
  Fig 1. Structure des anthracyclines doxorubicine et daunorubicine 
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1.6.1 Utilisation  
  
Ces molécules servent au traitement de nombreux cancers. Comme il a été mentionné 
précédemment, les anthracyclines peuvent servir au traitement du lymphome de Hodgkin et 
de l’AML, mais elles peuvent aussi servir dans le traitement de certains cancers du sein [78, 
79]. On peut également utiliser les anthracyclines dans le traitement du cancer du poumon 
[80, 81], dans les cancers ovariens [82, 83] et dans un grand nombre d’autres tumeurs allant 
du cancer du pancréas au sarcome de Kaposi en passant par l’ostéosarcome [67]. 
Habituellement, les patients sont traités avec des doses de DOX ou de DNR de 45 à 
50 mg/m2 [84].   
  
1.6.2 Cinétique  
  
Suite à une infusion de 50 à 75 mg/m2 de DOX pendants 5 à 15 minutes, la 
concentration initiale de DOX dans le plasma sanguin atteint un peu plus de 3 µg/ml, soit, 
plus ou moins 5 µM et diminue rapidement pour passer sous la barre des 50 ng/ml en moins 
de 5 h [85, 86]. Suite à cette première phase d’absorption, on retrouve la DOX 
principalement dans le foie et les reins, qui sont ses principaux sites d’élimination, mais on 
en retrouve aussi dans les poumons, le cœur et la rate [70, 72]. La concentration plasmatique 
de DOX reste alors plus ou moins constante pendant plusieurs jours [85, 86]. Suite à 
l’infusion de DOX, on observe une rapide production de son métabolite, le doxorubicinol, 
dont la concentration plasmatique ne dépasse pas les 60 ng/ml [85]. Le doxorubicinol est 
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produit à partir de la DOX par plusieurs enzymes NADPH-dépendantes et son activité anti-
cancer est moins élevée que celle de la DOX, en plus de causer une plus grande toxicité 
cardiaque [69, 87]. On observe une excrétion significative de la DOX par les voies urinaires 
[72]. 
  
1.6.3 Mode d’action  
  
La DOX s’intercale entre les paires de bases de l’ADN par des liens covalents [1, 72]. 
Plusieurs hypothèses ont alors été avancées sur la façon dont pouvaient agir les 
anthracyclines. Elles étaient alors décrites comme des inhibiteurs de la TOP II [1, 88] qui 
inhibaient la synthèse de l’ADN et de l’ARN et induisaient la production de ROS, 
conduisant à l’apoptose [1, 60, 68]. Toutefois, l’action principale retenue de la DOX est 
l’induction de dommages à l’ADN [79]. Plus précisément, la DOX induit des DSB. Elle est 
d’ailleurs utilisée, en laboratoire, comme agent pour étudier les DSB [25, 89]. Toutefois, 
l’effet cytotoxique de la DOX passe principalement par son effet sur la TOP II. Un fait 
important à ce sujet, et qui démontre l’importance de l’interaction entre la DOX et la TOP 
II, est que la délétion et/ou la déplétion, par le dexrazoxane, de la TOP II induit une 
résistance à la DOX. Ainsi, le terme inhibiteur de la TOP II n’est pas adéquat pour décrire 
son effet sur la TOP II, car cette protéine est essentielle à l’effet cytotoxique de la DOX. Par 
conséquent, il est plus juste de dire que la DOX empoisonne la TOP II, lui permettant d’agir, 
mais de manière erronée. C’est donc la TOP II qui est responsable des bris double brin induit 
par la DOX [90].  
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1.6.3.1 Les Topoisomérases (TOP)  
  
Les TOPs sont impliquées dans la régulation de la topographie de l’ADN. Elles ont 
comme fonction de réduire le super-enroulement de l’ADN généré lors de la réplication et 
de la transcription de l’ADN. On leur attribue également un rôle dans la compaction et la 
décompaction de l’ADN nécessaire, entre autres, pour permettre aux protéines d’accéder à 
certaines régions du génome. Elles sont aussi impliquées dans la ségrégation des 
chromosomes. Elles agissent en produisant un lien phosphodiester transitoire qui permet de 
créer un pivot permettant d’éliminer le surenroulement de l’ADN. Les TOPs constituent un 
groupe de protéines essentielles chez la plupart des types cellulaires, allant des 
archéobactéries aux cellules humaines, en passant par les levures. Il existe plusieurs familles 
de TOPs classées selon le type de bris transitoire induit et le lien formé avec l’ADN. Les 
TOPs de type I induisent des bris simple brin alors que les TOP II induisent des bris double 
brin. On trouve aussi la famille des TOP III. Ces trois familles de TOPs sont présentes autant 
chez l’humain que chez la levure [91-93]. Les TOPs I se lient à l’ADN et induisent un bris 
simple brin. Par la suite, la religation de l’ADN se fait lorsque l’enzyme est relâchée de 
l’ADN. Toutefois, la présence de certaines molécules comme les camptothecines (CPT) 
stabilise le lien entre la TOP I et l’ADN, qui devient alors irréversible, rendant impossible 
la religation. Ainsi, lorsque la machinerie de réplication entre en collision avec le complexe, 
TOP I-ADN, elle induit un bris double brin [94]. Toutefois, la cible de la DOX est la TOP II. 
Elle agit de la même façon que la CPT en rendant le complexe TOP II-ADN irréversible. Il 
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existe deux isoformes de la TOP II : α and β [75]. La TOP II β est exprimée dans tous les 
tissus, alors que la TOP IIα est principalement retrouvée dans les tissus présentant une 
grande activité de réplication, comme les cellules cancéreuses. Cela a mené à l’hypothèse 
que l’effet sur la TOP IIα était responsable de l’activité antitumorale de la DOX, alors que 
son effet sur la TOP IIβ serait responsable de sa toxicité cardiaque [75, 79]. Toutefois, si 
l’expression de la TOP IIα coïncide avec une grande activité de réplication, c’est 
l’expression de la TOP IIβ qui donne une véritable indication du pronostic, suggérant que 
c’est la TOP IIβ qui est la principale voie d’action anti-cancer de la DOX [95].  
  
1.6.4 Résistance  
  
Bien que la toxicité de la DOX soit l’un des principaux obstacles aux traitements 
incluant des anthracyclines, la résistance des cellules cancéreuses au traitement constitue un 
autre problème [87, 96, 97]. Il existe plusieurs mécanismes possibles pouvant induire une 
résistance à la DOX. Comme mentionné précédemment, une déplétion ou une altération de 
la réponse de la TOP II induira une résistance chez la cellule. Une activation importante de 
la P-glycoprotéine (P-gp) est également un facteur pouvant rendre une cellule résistante à la 
DOX [98]. Il a toutefois été démontré que l’inhibition de la P-gp par la valspodar ne 
sensibilisait pas nécessairement les cellules résistantes à la DOX [99]. Cela tend à suggérer 
que la résistance à la DOX est multifactorielle. Un autre mécanisme pouvant induire une 
résistance est l’incapacité de la cellule à absorber la molécule [100-104].  
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1.6.5 Absorption  
  
On connaît peu de choses sur la façon dont la DOX entre dans les cellules. Encore 
aujourd’hui, plusieurs pensent que la DOX entre dans les cellules par diffusion passive [60]. 
D’un autre côté, on sait que la P-gp est impliquée dans l’exclusion cellulaire de la DOX et 
dans la résistance à son effet cytotoxique [98, 105-108]. Ainsi, si cela s’avérait véridique, 
cela impliquerait que la DOX serait capable de diffuser à travers la membrane cytoplasmique 
pour entrer dans la cellule, mais serait incapable d’en ressortir par diffusion passive et aurait 
besoin d’un transporteur. La diffusion passive ne fonctionnerait que dans un sens. Certains 
pourraient argumenter en disant que la présence de la p-glycoprotéine ne fait qu’augmenter 
la vitesse de sortie de la DOX. Toutefois, l’entrée de la DOX dans les cellules est 
extrêmement rapide, faisant passer la concentration plasmatique de 3 µg/ml à 100 ng/ml en 
moins de 30 minutes [85, 86]. Aussi, si la DOX entrait dans les cellules par diffusion passive, 
la répartition de la molécule dans les tissus devrait être plus ou moins uniforme alors que la 
DOX s’accumule préférentiellement dans le foie [70]. Tous ces faits, accumulation de la 
molécule dans des tissus spécifiques, vitesse d’entrée dans les tissus très élevée, pointent 
plutôt en faveur de la présence d’un transporteur qui serait exprimé de façon plus ou moins 
ubiquitaire, mais à différents niveaux en fonction du tissu. Okabe a publié un article 
concluant que hCT2 était le transporteur de la DOX [109]. Trois ans plus tard, il publie un 
nouvel article dans lequel il conclut qu’OCTN1 est un transporteur de la DOX [110]. Bien 
que cela corrobore l’hypothèse selon laquelle la DOX entrerait dans les cellules via un 
transport actif, cela ne nous dit pas lequel est le transporteur principal. Ces deux articles 
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pointent vers l’implication d’un membre de la famille des Solute Carriers family 22 
(SLC22), mais les membres de cette famille partagent souvent certaines affinités pour 
certains substrats [111-113].  
 
 
1.7 Les transporteurs 
  
Les transporteurs constituent une grande famille de protéines présentes dans tous les 
organes des mammifères [114]. Ils sont grandement impliqués dans l’influx et l’efflux, à 
travers la membrane cytoplasmique, de diverses molécules endogènes et exogènes, dont 
plusieurs médicaments [112, 115]. Pour transporter un substrat à travers la membrane de la 
cellule de l’extérieur vers l’intérieur, le transporteur commence par exposer son site de 
liaison au milieu extracellulaire. Lorsque le substrat interagit avec la protéine, cela induit un 
changement de conformation. Le transporteur entre en état occlus, avant de progresser vers 
une nouvelle conformation où il expose son site de liaison au cytoplasme. Le substrat est 
alors relâché à l’intérieur de la cellule [116, 117]. C’est la structure du site de liaison qui 
donne la spécificité et l’affinité du transporteur pour différents substrats, et des mutations 
des acides aminés composant ce site liaison peuvent augmenter ou diminuer l’affinité du 
transporteur pour un substrat donné [118]. De plus, on observe une différence d’affinité du 
site liaison faisant face à l’extérieur versus celui faisant face à l’intérieur, et certaines 
mutations n’auront d’influence que sur le site interne, par exemple [119]. Le potentiel 
membranaire peut également influencer l’affinité des deux sites de liaison et influencer la 
direction que prendra un substrat donné, puisque les transporteurs peuvent fonctionner dans 
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les deux sens. De façon générale, ils fonctionneront à contresens du gradient grâce à un co-
transport avec d’autres ions comme le H+ ou en utilisant de l’ATP [120-122]. Une autre 
façon d’empêcher le transport d’une molécule par un transporteur est d’empêcher le 
changement de conformation, qui est critique pour la protéine. De fait, le changement de 
conformation implique le mouvement des passages transmembranaires (PTM) et certaines 
mutations rendront la protéine rigide et l’empêcheront de changer de conformation [123, 
124]. Il existe différentes méthodes pour étudier un transporteur. La majorité d’entre elles 
consistent à exprimer le transporteur d’intérêt dans des cellules modèles comme HEK293T 
ou des oocytes. Par la suite, on peut simplement évaluer la capacité de notre molécule 
d’intérêt à inhiber l’absorption de molécules modèles radio-marquée comme le MPP+ ou le 
TEA [125-138]. En utilisant ces mêmes systèmes de sur-expression, on peut aussi évaluer 
directement le flux de notre composé, si celui-ci est radio-marqué, ou en effectuant une 
chromatographie [139-148]. 
 
1.7.1  Saccharomyces cerevisiae, un modèle d’étude  
 
Les études faites chez les cellules humaines en culture sont relativement coûteuses et 
il est impossible de savoir à l’avance s’il existe bel et bien un transporteur de DOX. Cela 
rend ces études plus délicates. Pour ces raisons, il est envisageable d’utiliser un autre modèle, 
la levure, dont la culture est moins onéreuse et chez laquelle on peut facilement modifier le 
génome. Nous savons que la DOX est chargée positivement et le transport de plusieurs 
molécules chargées positivement a déjà été caractérisée chez Saccharomyces cerevisiae.   
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1.7.1.1 NaD1  
  
Le NaD1 est un antifongique, une défensine de classe II, produit par la fleur d’une 
variété ornementale de la plante de tabac appelée Nicotiana alata [149]. Ce peptide semble 
être impliqué dans la protection des organes reproducteurs de la plante contre les dommages 
causés par les champignons puisque ce peptide se retrouve en grande concentration dans les 
tissus qui entourent ses organes reproducteurs. En solution, ce peptide forme un dimère qui 
constitue sa forme active. Sous sa forme de monomère, le NaD1 ne montre qu’une très faible 
activité antifongique [150]. Le NaD1 est une molécule chargée positivement [151] qui se lie 
à la paroi cellulaire des cellules fongiques [152]. Son mode d’action demeure un peu 
nébuleux, mais il est connu que ce peptide provoque une perméabilisation de la membrane 
cytoplasmique [151] et la production de ROS [153]. Récemment, il a été démontré, chez S. 
cerevisiae, que l’accumulation du peptide pouvait être contrée par la délétion de la protéine 
membranaire Agp2, mais aussi en ajoutant de la spermidine (SPD) dans le milieu [154].  
  
 
 
1.7.1.2 Polyamines  
  
Les polyamines constituent une famille de molécules chargées positivement [155, 
156] grandement impliquées dans la croissance cellulaire [155, 156] et la différenciation 
cellulaire [156]. On retrouve les polyamines dans pratiquement tous les organismes, en 
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partant des bactéries jusqu’aux mammifères, en passant par les levures [155]. Elles 
constituent des composantes essentielles d’une cellule et l’absence de celles-ci rend la 
cellule non viable [155]. Elles sont également impliquées dans la réponse au stress [2]. Les 
trois principaux membres de cette famille sont la putrescine, la SPD et la spermine (SPM). 
Chaque membre de la famille des polyamines constitue un maillon dans la chaîne de 
synthèse des polyamines issue d’acides aminés (Fig. 2) [2, 
155, 156]. Mais, si les cellules peuvent synthétiser les 
polyamines dont elles ont besoin, elles peuvent également 
les importer du milieu extérieur. Les bactéries possèdent 
quatre voies caractérisées pour importer des polyamines, 
dont un système spécifique pour l’absorption de la 
putrescine, la polyamine qu’elle importe en plus grande 
quantité, et un autre système préférentiel pour la SPD. 
Tous deux sont ATP-dépendants [157, 158]. Chez les 
mammifères, des transporteurs de la famille SLC22 
seraient impliqués dans l’absorption de polyamines, les 
OCTs [159]. Chez la levure, Sam3 et Dur3 constituent les deux principaux transporteurs de 
polyamines [160]. Toutefois, il a été démontré que l’activité de Sam3 et de Dur3 est 
dépendante de la protéine Agp2 [3]. L’exclusion des polyamines du cytoplasme se fait par 
un groupe de transporteurs de polyamine, les TPOs. Les TPO 1 à 4 sont localisées sur la 
membrane cytoplasmique alors que la TPO5 est localisée sur le Golgi [161, 162]. Les TPO 2 
et 3 sont spécifiques à la SPM alors que les TPO 1 et 4 sont susceptibles d’utiliser n’importe 
laquelle des principales polyamines comme substrat [160].  
Fig. 2  Voie de synthèse des  
polyamines.  
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1.7.1.2.1 Putrescine  
  
Deux molécules peuvent être converties en putrescine : l’ornithine et l’agmatine [2]. 
La putrescine a été identifiée à la fin du 19e siècle [155]. Elle est le précurseur de la SPD [2, 
155]. Elle est la principale polyamine exportée par les cellules qui comportent 
habituellement au moins deux systèmes de transport spécifiques à cette molécule [163].   
  
1.7.1.2.2 Spermidine (SPD)  
  
La SPD est le produit de conversion de la putrescine par la spermidine synthase qui y 
ajoute un groupement aminopropyl provenant du S-adenosylmethioninamide décarboxylé 
[164]. Elle peut ensuite être convertie en SPM par la spermine synthase [2, 163]. Elle a la 
capacité à lier l’ADN et l’ARN, ainsi que certaines protéines membranaires, lui permettant 
de réguler la transcription et l’activité de certains canaux ioniques et certaines kinases. Bien 
qu’elle partage plusieurs de ses fonctions avec les autres polyamines, elle est la seule à 
pouvoir être utilisée pour produire l’hypusine essentielle à la protéine eIF5A [165]. La SPD 
est essentielle au développement embryonnaire chez la souris [166, 167] et contribue à 
protéger la cellule contre le stress oxydatif en agissant comme capteur de radicaux libres 
[168].  
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1.7.1.2.3 Spermine (SPM)  
  
La SPM a été découverte dans le sperme en 1678, mais ne fut caractérisée que bien 
plus tard, au 20e siècle [163]. Elle est produite à partir de la SPD par la spermine synthase 
qui y ajoute un groupement aminopropyl supplémentaire provenant du S-
adenosylmethioninamide [164]. Elle constitue la polyamine la plus abondante dans la 
prostate humaine [169]. Bien que sa déplétion, entre autres par délétion du gène de la 
spermine synthase, n’affecte pas la croissance ou la morphologie cellulaire, elle rend la 
cellule plus sensible aux inhibiteurs des enzymes qui produisent la putrescine ou la SPD. 
Ces cellules sont également plus sensibles à certains agents antinéoplasiques [170] et aux 
UV, la spermine ayant une plus grande affinité pour l’ADN, qui lui permettrait d’agir 
comme agent protecteur [168]. Les souris présentant une délétion de la spermine synthase 
démontrent une masse corporelle significativement plus faible, elles sont stériles et sourdes 
et présentent un risque accru de mort subite [171, 172]. Chez l’humain, la déficience en 
spermine synthase induit une maladie portant le nom de syndrome de Snyder-Robinson qui 
présente plusieurs caractéristiques, dont un retard mental, une faible masse musculaire, le 
développement d’ostéoporose, une asymétrie faciale et plus encore [173-175].   
  
1.7.1.3 Bléomycine (BLM)  
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La BLM a été isolée pour la première fois en 1966 par Umezawa de la bactérie 
Streptomyces verticillus [176-178]. Il en existe douze formes se déclinant de A1 à A6 et de 
B1 à B6 [179]. Il s’agit d’un peptide glycosylé, soluble dans l’eau, d’environ 1 500 Da [176]. 
La BLM est un antibiotique grandement utilisé pour ses propriétés antitumorales [177]. On 
l’utilise, en combinaison avec d’autres agents antitumoraux, dans le traitement de nombreux 
cancers, dont le sarcome de Kaposi, les carcinomes à cellules squameuses, le lymphome de 
Hodgkin et le cancer du testicule [177, 180, 181]. On l’utilise également dans le traitement 
des malformations lymphatiques chez l’enfant [182]. La BLM lie l’ADN [183] et forme un 
complexe avec un atome de fer et deux atomes d’oxygène qui lui permet d’agir comme les 
radicaux libres [178]. En plus d’induire des bris simple brin et double brin, la BLM produit 
des apurinic/apyrimidic (AP) site. Chez les mammifères, la réparation de ces lésions 
implique Ape1, une endonucléase, et sa sur-expression confère, aux cellules, une résistance 
à la BML [184]. Chez les bactéries, ce sont les endonucléases III et IV qui, une fois 
supprimées rendent les cellules particulièrement sensibles à la BML et les protéines Apn1, 
Apn2 et Tpp1 tiennent ce même rôle chez la levure [178]. Une enzyme, dans les cellules, 
est responsable de la détoxification de la BML, la bléomycine reductase, qui transforme la 
BML en une version dont la capacité à lier l’ADN est grandement réduite [183]. Lorsque 
cette enzyme est inhibée par le E64, les cellules démontrent une sensibilité accrue à la BML. 
À l’inverse, la sur-expression de cette enzyme ou de son homologue chez la levure, Ycp1, 
diminue la sensibilité des cellules humaines à la BLM bien que des études contradictoires 
existent à ce sujet [178, 185, 186]. Chez l’humain, le transporteur issu du gène SLC22A16, 
OCT6, aussi nommé hCT2, est responsable de l’absorption de la BLM-A5 [187]. Cette 
forme, A5, de la BLM, comporte un motif comparable à la SPD, lui conférant une charge 
positive [188]. Chez la levure, c’est la protéine Agp2 qui est responsable de l’absorption de 
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la BML-A5 et sa délétion rend les cellules extrêmement résistantes à son effet létal [189, 
190]. Il a toutefois été démontré que Sam3 et Dur3 étaient essentiels à l’absorption de la 
BLM-A5 [3].   
 
1.7.1.4 Agp2  
  
Le point commun entre le NaD1, les polyamines et la BLM est que toutes ces 
molécules dépendent de la même protéine membranaire, Agp2, pour entrer dans les cellules, 
et son absence induit inévitablement une incapacité de la levure à absorber ces molécules. 
Agp2 est une protéine membranaire faisant partie des perméases d’acides aminés de la 
levure ou « yeast amino acid permeases » (YAP). Ce groupe comprend environ 20 gènes qui 
synthétisent des protéines de plus ou moins 600 acides aminés et comportant 12 PTM [191]. 
Parmi cette famille, on retrouve les protéines Agp1, Gap1, Gln1, Put4, Bap2, Bap3, Tat2 
qui présentent des spécificités variables. Certaines ne transportent que des acides aminés 
chargés, d’autres, seulement un acide aminé particulier [192, 193]. Certaines de ces 
protéines sont sous le contrôle d’autres protéines membranaires qui régulent leur expression. 
À titre d’exemple, Ssy1 agit comme senseur qui détecte la présence d’acides aminés, dans 
le milieu extracellulaire, et qui induit alors l’expression de Agp1, ainsi que d’autres YAP 
[194, 195]. Gap1 est un autre exemple, car, cette protéine, en plus d’agir comme transporteur 
d’acides aminés, agit comme senseur et régule l’activation de la PKA en fonction de la 
quantité d’acides aminés présents dans le milieu extracellulaire [196] Agp2 est également 
régulée par une protéine membranaire agissant comme senseur, Sho1. Cette protéine active 
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la réponse osmotique et réprime l’expression de Agp2 en cas de grande osmolarité (1 M) 
[197]. Le gène AGP2 (ou YBR132c) [191] code pour une protéine de 67,2 kDa [3]. Cette 
protéine, en plus d’être impliquée dans l’absorption d’acides aminés [193] est aussi 
responsable de l’absorption de la carnitine, nécessaire au métabolisme de l’acétyl-CoA [198, 
199]. Elle est essentielle à l’absorption des polyamines [158, 200], de la défensine NaD1 
[154] et de certains agents anti-cancer comme la BLM-A5 [190] et l’edelfosine [201]. 
Toutefois, si Agp2 est le plus 
souvent considérée comme un 
transporteur de haute affinité 
pour les acides aminés, il a été 
démontré que Agp2 était, en 
fait, un transporteur de faible 
affinité. De plus, cette 
protéine, même dans des 
conditions d’expression 
optimales, n’est que 
faiblement exprimée [191]. Le 
fait est donc qu’il existe plusieurs transporteurs de haute affinité pour les acides aminés. Dès 
lors, quelle est la pertinence d’exprimer faiblement un transporteur ne possédant qu’une 
faible affinité pour ces acides aminés et pourquoi l’absorption de plusieurs substances est-
elle à ce point compromise par l’absence d’Agp2? Une étude de puce à ADN ou 
« microarray » a été effectuée sur un mutant présentant une délétion d’Agp2, révélant qu’une 
multitude de gènes étaient affectés. Si certains se voient régulés de façon positive, la plupart 
Fig. 3 Modèle de Agp2 régulant l’absorption des polyamines    
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sont réprimés par l’absence d’AGP2. Ces gènes réprimés remplissent plusieurs fonctions, 
mais la catégorie de gènes la plus réprimée est celle des transporteurs transmembranaires 
[3]. Ainsi, Agp2 agirait, non pas comme transporteur, mais comme senseur, tout comme le 
gène SSY1, qui code pour une protéine de la famille des YAP, mais qui démontre une 
structure particulière. Ssy1 est également un senseur qui détecte la présence de plusieurs 
acides aminés et induit l’expression d’AGP1 [195]. Gap1, un autre membre des YAP, peut, 
en plus d’agir comme transporteur, également agir comment senseur d’acides aminés et 
induire l’activation de la PKA [196]. On observe ce genre de phénomène aussi dans le 
transport d’autres molécules, comme le glucose. Les transporteurs de haute affinité pour le 
glucose Snf3 et Rgt2 agissent comme senseurs et induisent l’expression d’autres 
transporteurs de glucose [202]. Dans un mutant agp2Δ, plusieurs transporteurs sont sous-
exprimés et, parmi ceux-ci, on trouve Hnm1, Sam3 et Dur3. Or, la suppression simultanée 
de Sam3 et de Dur3 induit une résistance aux polyamines et à la BLM-A5. Cela a donné lieu 
à un modèle (Fig. 3) selon lequel Agp2 détecterait la présence de ligands comme la SPD, la 
SPM ou la BLM et induirait l’expression de Sam3 et de Dur3, qui sont responsables de 
l’absorption de ces molécules. L’activité de transport de Agp2 serait alors négligeable [3].  
  
  
1.7.1.4.1 Hnm1  
  
Le gène HNM1, aussi appelé CTR1, code pour une protéine membranaire dont 
l’expression est régulée par Agp2 [3]. Il s’agit d’un transporteur de haute affinité pour la 
choline qui constitue le précurseur nécessaire à la synthèse de la phophatidycholine [203, 
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204], le phospholipide le plus abondant chez les cellules eucaryotes [205, 206]. Hnm1 est 
une protéine de 563 acides aminés avec une masse moléculaire de 62 kDa [207], la seule 
capable de transporter la choline [208]. Elle peut transporter, en plus de la choline, des 
substances comme le N-methylethanolamine, ou la β-methylcholine [209]. Hnm1 est 
également un transporteur de L-carnitine [3] et de la mechlorethamine [210].  
  
1.7.1.4.2 Sam3  
  
C’est au début des années 70 que les premiers mutants de levures incapables 
d’absorber le S-adenosylmethionine (AdoMet) ont été identifiés [211], mais ce n’est qu’à la 
fin du 20e siècle que la protéine responsable de l’absorption de l’AdoMet a été identifiée. Il 
s’agit d’un membre des YAP comprenant 12 PTM : Sam3. Cette protéine est le seul 
transporteur d’AdoMet et de son analogue, le sinefungi, [212-214]. Fait intéressant, 
l’AdoMet est le précurseur du S-adenosylmethioninamide impliqué dans la synthèse de la 
spermidine et de la spermine [2]. Mais Sam3 ne se contente pas de transporter l’un des 
précurseurs de la spermidine. Il transporte également la putrescine et la spermidine elle-
même, faisant de cette protéine une composante importante de la biodisponibilité des 
polyamines. Sam3 serait un transporteur préférentiel pour les polyamines puisque le 
transport des polyamines par Sam3 peut être inhibé par certains acides aminés [158, 162]. 
Toutefois, même si Agp2 ne présente qu’une faible affinité pour les polyamines, leur 
absorption par Sam3 dépend de cette protéine sans laquelle Sam3 n’est tout simplement pas 
exprimée [3].   
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1.7.1.4.3 Dur3  
  
Dur3 est une autre YAP, mais il possède 16 PTM contrairement à la majorité des YAP 
[158, 191, 192]. Le gène a été identifié en 1993 sur le chromosome VIII comme codant pour 
une protéine de 735 acides aminés impliquée dans le transport de l’urée [215, 216]. Cette 
protéine possède plusieurs homologues chez d’autres organismes également responsables de 
l’absorption de l’urée comme source d’azote [217-220]. Dur3 a également été caractérisé 
comme un transporteur de boron, un micronutriment essentiel à la croissance des levures 
[221]. Mais, avec Sam3, Dur3 constitue la principale voie d’absorption des polyamines 
[217]. Contrairement à Sam3, son activité de transport des polyamines ne peut être inhibée 
par la présence d’acides aminés, suggérant que Dur3 est plus spécifique aux polyamines que 
Sam3 [162], mais, tout comme cette dernière, l’activité de Dur3 est dépendante de Agp2 [3].  
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2. Hypothèses et objectifs  
  
 2.1.  Hypothèse  
  
En dehors d’Agp2, le point commun entre le NaD1, les polyamines et la BLM est 
que ces molécules sont toutes chargées positivement. Et c’est une caractéristique que partage 
également la DOX. Nous pensons que la DOX entre dans S. cerevisiae grâce à Agp2 et 
l’une, ou plusieurs, des protéines produites par les gènes contrôlés par cette protéine 
membranaire. Notre hypothèse est donc que des mutants, présentant des délétions des gènes 
impliqués dans la voie d’absorption des polyamines, présenteront une déficience dans leur 
capacité à absorber la DOX. Pour être plus précis, nous pensons qu’en supprimant Agp2 
nous parviendrons à réduire l’accumulation de DOX dans la cellule.  
   
 2.2.  Objectifs  
  
2.2.1. Déterminer de bonnes conditions pour effectuer les tests d’absorption de DOX 
chez S. cerevisiae.  
  
Chez la levure, la présence de différents composés dans le milieu peut affecter l’activité des 
différents transporteurs. Ainsi, il devient primordial de trouver un milieu dans lequel nous pourrons 
effectuer les tests d’absorption qui permettra d’uniformiser les expériences et de permettre de 
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comparer les différentes souches de levure. Comme nous devrons utiliser différents milieux de 
culture pour cultiver nos levures, nous ne pouvons pas effectuer les tests d’absorption de DOX dans 
le milieu d’origine et nous devrons donc les transférer dans un autre milieu avant de mettre les 
cellules en contact avec la molécule. Nous utiliserons, pour ce faire, une souche ne présentant aucune 
modification (WT). Ces cellules seront cultivées dans un milieu standard (YPD) et transférées dans 
différents milieux. Ces milieux seront dérivés des milieux de culture, que ce soit le YPD, ou le milieu 
minimal ou « minimal media », où différentes composantes seront retirées de manière à pouvoir 
déterminer l’effet de chacune d’entre elles sur l’accumulation de DOX dans la cellule. Nous pourrons 
ainsi constituer un milieu qui n’interférera pas avec l’absorption de la DOX.  
  
2.2.2. Évaluer l’absorption de DOX chez différents mutants de S. cerevisiae présentant 
des délétions pour des gènes impliqués dans l’absorption des polyamines 
(Fig 3).  
  
Notre laboratoire a déjà effectué plusieurs recherches sur Agp2 et les gènes sous son 
contrôle. Ainsi, nous possédons déjà toutes les souches dont nous avons besoin. Ces 
différents mutants seront cultivés dans le milieu approprié pour chacun d’entre eux, puis 
seront transférés dans le milieu d’expérimentation élaboré précédemment. L’accumulation 
de DOX dans les cellules pourra être déterminée par cytométrie en flux et par microscopie 
à fluorescence. L’effet létal de la DOX sur les levures pourra également être déterminé par 
des tests de survie.    
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2.2.3. Exprimer un transporteur de C. elegans qui permettra de restaurer l’absorption 
de DOX chez S. cerevisiae dans un mutant présentant une déficience 
importante de l’absorption de DOX.  
  
Une fois que nous aurons identifié une souche dont l’accumulation intracellulaire de 
DOX est significativement compromise, nous y surexprimerons un transporteur de C. 
elegans de manière à démontrer que la levure peut être utilisée pour étudier des transporteurs 
d’autres organismes eucaryotes. Nous avons choisi un transporteur de C. elegans pour 
différentes raisons. D’abord, notre laboratoire a déjà conduit ce genre d’expériences avec C. 
elegans. Ensuite, il est beaucoup plus difficile de surexprimer des gènes dans C. elegans ou 
d’introduire des mutations dans un gène directement dans l’animal. Finalement, très peu de 
choses sont connues à propos de ce transporteur. À ce jour, seuls deux articles ont été publiés 
sur cette protéine. Pour ce faire, puisque nous soupçonnons que le mutant Agp2 sera le 
modèle utilisé, nous placerons ce gène d’intérêt dans un plasmide sous le contrôle du 
promoteur ADH de manière à éviter toute interférence avec l’effet de la délétion de Agp2 
sur l’expression du gène. Nous inclurons un MYC-tag sur la partie C-terminal de la protéine 
de manière à pouvoir confirmer l’expression de notre protéine exogène. L’accumulation de 
DOX dans la cellule sera comparée à celle obtenue chez ce même mutant transformé avec 
un plasmide ne contenant aucun transgène de façon à éliminer toute possibilité 
d’interférence du plasmide. Nous induirons également des mutations ponctuelles sur notre 
transgène et évaluerons l’effet de ces mutations sur l’accumulation de DOX intracellulaire 
pour confirmer l’implication du transgène.  
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Abstract  
  
The yeast plasma membrane protein Agp2 belongs to the family of amino acid 
transporters. It acts as a regulator that controls the expression of several uptake transporter 
genes such as DUR3 and SAM3 encoding two high-affinity polyamine permeases. agp2Δ 
mutants display extreme resistance to several cationic compounds including polyamines, the 
anticancer agent bleomycin, and cationic antifungal peptides. We propose that Agp2 might 
be involved in regulating the uptake of other cationic anticancer drugs. To date, an uptake 
transporter has not been reported for anthracyclines, a family of chemotherapeutic agents 
that are used for treating adult patients with acute myeloid leukemia. Herein, we develop 
assay conditions to monitor the uptake of the anthracycline doxorubicin into yeast cells and 
demonstrate for the first time that Agp2 is required for the drug uptake. Deletion of both the 
DUR3 and SAM3 genes reduced doxorubicin uptake, but not the deletion of either gene 
alone, while the agp2Δ mutant was severely compromised, suggesting that Agp2 controls 
the drug uptake via Dur3 and Sam3 and at least one additional transporter. Overexpression 
of DUR3 or SAM3 from the endogenous promoter rescued doxorubicin uptake into the 
sam3Δdur3Δ double mutant, consistent with a role for these transporters in the uptake of 
anthracyclines. We further show by cross-species complementation analysis that expression 
of the Caenorhabditis elegans oct-1 gene encoding an organic cation transporter restored full 
doxorubicin uptake in the agp2Δ mutant. Four separate variants of CeOCT-1 derived by 
substituting the amino acid residues Gln15, Cys31, Gln109 and Lys300 with alanine were 
stably expressed, but did not mediate doxorubicin uptake into the agp2Δ mutant. Moreover, 
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we show that overexpression of CeOCT-1 sensitized parent yeast cells to doxorubicin, 
suggesting that CeOCT-1 related members might be key transporters to facilitate entry of 
anthracyclines into human cells.  
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1. Introduction  
  
The yeast Saccharomyces cerevisiae plasma membrane protein, Agp2, was initially 
identified as a transporter for L-carnitine, which serves as a carrier for acetyl-CoA from the 
peroxisomes to the mitochondria [1]. We subsequently re-isolated the AGP2 gene by 
screening the collection of yeast haploid mutants, each deleted for a single gene, and 
demonstrated that agp2Δ mutant is extremely resistant to the anticancer drug bleomycin that 
acts by damaging the cellular DNA [2]. agp2Δ mutants are completely defective in the 
uptake of a fluorescently labeled form of bleomycin and displayed extremely low levels of 
bleomycin-induced damage to the DNA [2]. In contrast, overexpression of Agp2 stimulated 
bleomycin uptake and caused severe damage to the genomic DNA, suggesting that Agp2 
indeed functions to allow uptake of bleomycin into the cells [2]. The bleomycin used in 
these studies contains a polyamine moiety, which raised the possibility that bleomycin entry 
into the cells might occur because of the polyamine group and that Agp2 would be involved 
in polyamine uptake. Indeed, we have shown that agp2Δ mutants are strikingly resistant to 
polyamines and completely blocked for the uptake of very low concentrations of spermine 
and spermidine [3]. While these earlier studies strongly suggest that Agp2 might function 
as a high affinity transporter for L-carnitine, bleomycin and polyamines, subsequent 
findings dismissed this notion. These include (i) L-carnitine, even at high concentrations, 
did not block the uptake of labeled spermidine into the cells or protected parent cells from 
the cytotoxic effects of polyamines, and (ii) a study by Uemura et al documented the 
existence of two high affinity polyamine transporters, Dur3 and Sam3, which exist on the 
 38  
  
plasma membrane of yeast cells, although the link to Agp2 was not investigated [4, 5]. More 
recently, we showed that Agp2 acts as a regulator that prominently controls the expression 
of the SR kinase gene SKY1, as well as several transporter genes including DUR3, SAM3 
and HNM1 that encodes a L-carnitine transporter [5]. Deletion of either the DUR3 or SAM3 
gene resulted in mutants that exhibit parental level of resistance to polyamines [5]. However, 
deletion of both genes resulted in double mutants that were resistant to polyamines [5]. The 
exact nature by which Agp2 regulates these transporter genes remains unclear, although we 
believe that it acts as a sensor of various cationic compounds in the media and transmits a 
signal to maintain the expression of many genes including the transporter genes [5]. 
Consistent with this notion, an independent study revealed that Agp2 is also involved in the 
uptake of the antifungal drug NaD1, but it is not known which of the transporters regulated 
by Agp2 is involved in NaD1 uptake [6].  
To date, the mode of entry of a number of highly active hydrophilic anticancer drugs into 
cells is not known [7, 8] One family of these drugs is the anthracyclines that are cationic in 
nature and include doxorubicin and daunorubicin (DNR), which must be transported into 
the cells where they act by intercalating with the DNA and block, e.g., the function of DNA 
topoisomerase leading to cell death [9]. Anthracyclines are used for treating adult patients 
with acute myeloid leukemia (AML)[10]. This disease is characterized by the rapid 
expansion of immature blood cells and is the major cause of mortality from hematological 
malignancies in adults [10]. Importantly, a significant fraction (> 50%) of older AML 
patients (> 60 yrs) are resistant to chemotherapy with anthracyclines [11–13]. A 
characteristic mechanism associated with drug resistance is the elevated levels of plasma 
membrane ABC transporters [14–16]. These include the multidrug resistant efflux pump, 
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MDR1/ABCB1, and the multidrug resistant-associated protein, MRP1, which are known to 
increase efflux of chemotherapeutic agents thereby allowing tumor (and normal) cells to 
evade drug-induced cytotoxicity [14, 15]. In fact, drug efflux transporters are known to be 
upregulated in some AML patients and there is evidence suggesting that one of these efflux 
pumps ABCB1 can expel anthracyclines from the cells [17]. However, inhibition of ABCB1 
with valspodar was rigorously tested and found to provide no improvement for the drug-
resistant AML patients [17]. Thus, there must be other mechanisms that when defective 
would cause resistance to anthracyclines. One such mechanism might involve defects in the 
entry of DNR into leukemia cells via uptake transporter(s). So far, an uptake transporter 
system for anthracyclines has not been previously described although in human cells one 
study claimed that it is the organic cation transporter hCT2, but this transporter has not been 
further characterized [18].  
Since Agp2 regulates the uptake of several positively charged molecules, we tested if it 
would be involved in the transport of anthracyclines due to its cationic properties. In this 
study, we defined the conditions necessary to monitor doxorubicin uptake into yeast cells, 
using both FACS analysis and microscope, and demonstrated for the first time that Agp2 is 
required for the drug uptake. The results show that doxorubicin uptake is partly dependent 
upon both the Dur3 and Sam3 transporters and that at least one additional permease exists 
in yeast cells to mediate the drug uptake. We took advantage of this model system and 
established that the C. elegans organic cation transporter OCT-1 has the ability to rescue 
doxorubicin uptake in the agp2Δ mutant to nearly the parental level. We created four 
separate amino acid substitutions within the OCT-1 protein and showed that neither one of 
these mutants was capable of mediating doxorubicin into the agp2Δ mutant. Overexpression 
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of OCT-1 sensitized parent cells to doxorubicin, suggesting that OCT-1 is indeed a 
transporter of anthracyclines in higher eukaryotic cells.  
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2. Material and Methods  
  
2.1. Yeast strains, media and chemicals  
  
The S. cerevisiae wild-type strain BY4741 and its isogenic single, double and triple mutants 
dur3Δ, sam3Δ, agp2Δ, sam3Δdur3Δ, and sam3Δdur3Δ agp2Δ were used in this study [5]. 
The strains were grown in either rich media, i.e., yeast peptone dextrose (YPD, 1% yeast 
extract, 2% peptone, 2% dextrose) or minimal media (0.65% yeast nitrogen base w/o amino 
acid (YNB), 0.17% omission mix, and 2% dextrose). Solid media contained 2% of agar. 
Doxorubicin-HCl was provided by our clinical department (Maisonneuve-Rosemont 
Hospital (HMR), Montreal, Canada). Mouse anti-MYC antibody was a gift from Dr. Hugo 
Wurtele (HMR). The goat anti-mouse antibody was purchased from Enzo Life Sciences 
(Cat. ADI-SAB-101-J).  
  
2.2. Doxorubicin uptake assay  
  
Cells were grown overnight at 30°C in either YPD or minimal media as required, the next 
day the cells were placed in fresh media and allowed to grow for an extra 1 h. The cultures 
were washed once with low YNB (i.e., minimal media with 0.065% YNB, instead of 0.65%), 
and 1 ml of cells of OD600 with absorbance of ~1.0 was centrifuged and the cell pellet was 
resuspended in 50 μl of the low YNB media. To this, 14.3 μl of doxorubicinHCl (stock 
solution 2 mg/ml) was added to a final concentration of 800 μM. The uptake reaction was 
incubated for 30 min at 30°C, cells were quickly spun in an eppendorf centrifuge (10,000 
rpm for 15 sec), the supernatant discarded into a biosafety container, followed by the 
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addition of 100 μl of phosphate buffer with formaldehyde (0.367% of K2HPO4, 1.25% of 
KH2PO4, 3.7% of formaldehyde) to the cell pellets for 10 min at room temperature to stop 
the uptake reaction. Cells were briefly spun, the buffer was removed, cell pellets were 
resuspended in 100 μl of PBS and processed for FACS or epifluorescent microscopy (see 
below). For kinetic studies, cells were incubated with 0 to 1.0 mM of doxorubicin for 10 
mins and processed as above.  
  
2.3. Cytometry analysis  
  
Cells from the doxorubicin uptake assay were diluted in 1 ml of PBS in 5-ml polystyrene 
round bottom tubes and then passed through a FACS Calibur (BD Science, excitation 488 
nm FL2 detector at 585/42 nm as previously described [19]. A threshold was set with a blank 
(i.e., cells that were not incubated with doxorubicin) and the values below this threshold 
were considered as zero.  
  
2.4. Epifluorescent microscopy  
  
Cells (1 μl) from the doxorubicin uptake assay were placed into the wells of multitest slide 
15 (MP Biomedicals) that were pre-coated with 1 mg/ml concanavalin A (MP Biomedicals). 
The slides were air dried completely and 1 μl of mounting medium with DAPI (UltraCruz) 
was added to each well. A cover glass was sealed onto the slide, images were taken with an 
epifluorescent microscope (Olympus B53 upright epifluorescent microscope equipped with 
an Olympus XM10 camera at 63X with Texas red filter to detect DOX or with the Zeiss 
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Imager Z2 microscope equipped with Zeiss AxioCam MRC camera) and processed with 
Image J.  
  
2.5. DeltaVision microscopy  
  
Cells (WT) were grown in YPD overnight and the next day washed, transferred into low 
YNB followed by treatment with 100 μM DOX for 30 min. Cells were fixed with 
formaldehyde as above and then attached onto concanavalin A pre-coated slides (UltiDent 
frosted microscope slides 170-7107A). Imaging was made with an Olympus IX71 
DeltaVision Elite microscope from Applied Precision Inc. at 100x. For DOX excitation and 
emission, the FITC filter and mCherry were used. Images were taken with a Front 
Illuminated sCMOS camera and processed with ImageJ.  
  
2.6. RT-PCR analysis  
  
This analysis was conducted as previously described [5].  
  
2.7. Construction of the pCeOCT-1 expression plasmid  
  
The cDNA of the C. elegans oct-1 gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) 
with Platinumpfx DNA Polymerase (Invitrogen) using the primers listed in Table 1, and a 
template plasmid pCeOCT1 carrying a full length cDNA that is 1826 bp long (bearing a 
1707 bp long open reading frame with the termination codon) and provided by Dr. Vadivel 
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Ganapathy (Augusta, GA, USA). The amplified PCR product was gap-repaired into the 
plasmid pTW438 as previously described [5]. The cDNA within the resulting plasmid 
pCeOCT-1 was sequenced and the plasmid was transformed into the indicated yeast strains 
using the lithium acetate method [20].  
  
2.8. Site-Directed mutagenesis  
  
The QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit from Agilent Technologies 
(#200521) was used according to the manufacturer`s Instruction manual Revision E.01 in 
order to create the amino acid substitution mutations with the primers listed in Table 1.   
  
 
  
 
  
Table 1. Oligonucleotides usued in this study  
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2.9. Western blot  
  
Cell pellets from 10 ml of overnight grown cells were resuspended in 200 μl of extraction 
buffer (50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 5% glycerol, and containing the protease inhibitor 
cocktail, EDTA-free (Roche) using 1 protease inhibitor tablet per 50 ml of extraction 
buffer), followed by the addition of 200 μl of glass beads 0.5 mm. Total extract was prepared 
by vortexing the samples for 20 min at 4°C. The extract was centrifuged 3 min at 3,000 rpm 
in an eppendorf centrifuge and the supernatant was recovered. The protein concentration in 
the extract was quantified using the Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate. Equal 
amounts of protein extract were mixed with loading buffer (50 mM TrisHCl pH 6.8, 2% 
SDS, 0.1% bromophenol blue, 2% (v/v) 2-mercaptoethanol) and loaded onto a 8% 
polyacrylamide SDS gel followed by electrophoresis for 1.5 h at 100 V. Proteins were 
transferred onto a PVDF membrane 0.2 μm for 1 h at 100 V. After 1 h of blocking in Tris-
buffer saline with Tween (TBST) (25 mM Trisbase, 2.7 mM KCl, 137 mM NaCl, 0.1% 
Tween-20 pH adjusted to 7.4) in 5% milk powder, the membrane was washed in TBST and 
then incubated overnight at 4°C in the TBST 1% BSA, 1 mM sodium azide and 1:1.000 
mouse anti-MYC antibody. Next morning the membrane was washed 2 times, 5 min each 
in TBST, then incubated 1 h at room temperature in TBST 5% milk with 1:1000 goat anti-
mouse secondary antibody. The membrane was washed 3 times, 15 min each wash with 
TBST. The membrane was developed using ECL by mixing solutions A and B. Solution A 
(0.5 ml) (100 mM Tris-HCl pH 8.5, 0.4 mM Coumaric acid dissolved in DMSO and 2.5 mM 
Luminol dissolved in DMSO) and solution B (0.5 ml) (100 mM TrisHCl pH 8.5, 0.018% 
H2O2). The polypeptide bands were detected by ImageQuant Las 4000.  
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 2.10.  Survival assay  
  
Cells were prepared as for the doxorubicin uptake assay described above and samples 
withdrawn, diluted 10,000 fold in sterile distilled water and 100 μl plated onto minimal 
selective media plates for cells carrying a plasmid or onto YPD media to score for survivors, 
as previously described [2].  
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3. Results  
  
3.1. YPD and not minimal media facilitates DOX uptake into yeast cells  
  
Assay conditions for monitoring the uptake of anthracyclines into yeast cells have not been 
previously described. To study doxorubicin (DOX) uptake, we defined the optimal uptake 
conditions by first testing whether intracellular accumulation of the drug could occur in the 
yeast growth media. We added increasing concentrations of DOX directly to yeast cultures  
that were in fresh yeast peptone dextrose (YPD) growth media. The DOX treatment was 
stopped after 10 min of incubation to assess for the drug uptake into the cells using flow 
cytometry (see Materials and Methods). DOX uptake into the parent strain BY4741 (WT) 
was readily detected in the YPD media (Fig 1A). Uptake was linear when DOX 
concentration was within 200 to 600 μM (Fig 1A) and only reached saturation when the 
extracellular concentration of the drug was approaching 1 mM. For subsequent assays, DOX 
was used at 800 μM and the uptake was terminated after 30 min when the drug accumulation 
was maximal. Since no detectable uptake was observed in the 10 μM range of DOX (Fig 
1A), a concentration that is considered optimal for high affinity transporters [3], it would 
appear that under these conditions (800 μM for 30 min) the drug uptake is mediated by a 
low affinity permease.   
We next conducted similar uptake analysis, but in minimal growth media. Surprisingly, 
when DOX was added to this media, uptake of the drug was sharply reduced (Fig 1B), even 
after increasing the concentration of the drug to 1.5 mM and extending the incubation period 
to 60 min. A simple interpretation of this observation is that the minimal media may contain 
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constituents that block DOX uptake. The minimal media is composed of a mixture of amino 
acids, dextrose, and yeast nitrogen base (YNB) that includes vitamins and divalent metal 
ions. We examined whether elimination of the amino acids and or dextrose from the minimal 
media would allow DOX uptake into the cells. Removal of either the amino acids or dextrose 
or both simultaneously and keeping only the YNB (0.65% YNB) did not permit uptake of 
DOX into the cells, eliminating the possibility that the amino acids and dextrose act to block 
DOX uptake (Fig 1B). However, when DOX uptake was monitored in the minimal media 
where the composition of only YNB was reduced by 10-fold (0.065% YNB referred to as 
low YNB), drug uptake was strikingly rescued and leading to nearly 2fold stimulated uptake 
as compared to YPD (Fig 1B). Similarly, removal of the amino acids and dextrose from the 
low YNB did not alter the level of DOX uptake, suggesting that uptake could be inhibited 
by one or more components present in the standard concentration of YNB. As such, we used 
only the low YNB media as the standard assay conditions to monitor DOX uptake.  
We examined whether the uptake of DOX would lead to the accumulation of the drug in the 
nucleus. Indeed, epifluorescent microscopy revealed that following DOX uptake (low  
YNB with 100 μM DOX) the drug, which has a known property of autofluorescing at 640 
nm, accumulated in the nucleus since staining of the nuclear DNA with DAPI coincided 
with the staining for DOX as shown by the resulting merged image (Fig 1C, showing a 
single cell). This observation is consistent with the mechanism of action of DOX on DNA. 
It is noteworthy that when DOX uptake was performed at concentrations > 100 μM, the   
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Fig 1. Relative DOX uptake into yeast cells in rich and minimal media, and localization of the drug to  
the nucleus.  ( A)Concentration dependent uptake of DOX into the wild type (WT) strain BY4741. Cells were  
grown in YPD media overnight and subcultured int o the same media for 1 h followed by the addition of  
increasing concentration of DOX and uptake was stopped after 10 min. The intracellular accumulation of  
DOX was monitored using FACS analysis. The  agp2Δ   mutant defective in DOX uptake is described below.  
( B)Comparison of DOX uptake in YPD, minimal media, and media containing normal amount (0.65%) of  
yeast nitrogen base (YNB) and 10 - fold less YNB (0.065%). The WT strain was incubated in the indicated  
media  with 800 μM of DOX for 30 min, and the intracellular accumulation of the drug was measured by  
FACS analysis. For panels A and B, the results were the averages of three independent analyses. (C)Epifluo- 
rescent microscopy showing intracellular colocalization   of DAPI and DOX in the WT strain. The WT cells  
grown in YPD were transferred to low YNB followed by the uptake of DOX (100 μM) for 30 min. The fixed  
cells were processed for microscopy using mounting medium containing DAPI to detect the nuclear DNA.  
Image s were captured with a DeltaVision (see  material and method s ) . DIC, differential interference contrast;  
Merge, colocalization of DAPI stained nucleus with  DOX.  
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 drug severely compromised staining of the nuclear DNA with DAPI (data in S1 Fig). We 
suggest that intercalation of DOX with the DNA interferes with DAPI binding.  
3.2. Divalent metal ions in the minimal media inhibit DOX uptake  
  
The YNB contains various vitamins, as well as monovalent and divalent salts, namely NaCl, 
CaCl2, MgSO4, K2HPO4 and KH2PO4, although the exact concentration of these 
components are not revealed by the manufacturer. We assessed whether addition of 
increasing concentrations of these salts would interfere with the uptake of DOX in the low  
YNB. Addition of NaCl, K2HPO4 or KH2PO4 to the low YNB did not block the uptake  
 
Fig 2. Divalent metal ions present in yeast nitrogen base inhibit DOX uptake into the cells.   
The WT strain grown in YPD was washed, resuspended in either low YNB or standard YNB.  
Uptake assay was started by the addition of 800 μM of DOX and, at the same time, without and  
with increasing concentrations of the indicated salts (0 to 5 mM) to the cel ls in low YNB. Up- 
take reaction was stopped after 30 min and the intracellular accumulation of DOX was meas- 
ured by FACS analysis. The results were the averages of three independent experiments.  
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of DOX into the yeast cells (Fig 2). Interestingly, CaCl2 at 5 mM potently inhibited the 
uptake of DOX into the cells, while MgSO4 was less effective at the same concentration 
(Fig 2). Other divalent metal ions such as Zn2+ and Mn2+ also inhibited DOX uptake, but 
this occurred at substantially higher concentrations unlikely to be present in the minimal 
media. As such, we strongly suggest that the high concentration of divalent cations such as 
Ca2+ in the minimal media is suppressing the uptake of DOX into the cells (see discussion). 
However, addition of CaCl2 alone to YPD media did not block DOX uptake (data not 
shown), suggesting that CaCl2 acts together with additional factors and contribute to the 
inhibition of DOX uptake in minimal media.  
  
3.3. Yeast mutants defective in polyamine uptake are also defective in DOX uptake  
  
We previously documented that Agp2 is a regulator that controls the expression of several 
plasma membrane transporters [5]. Cells devoid of Agp2 showed resistance to several 
cationic compounds such as polyamine, bleomycin, and NaD1 [2, 3, 6]. Since DOX is a 
cationic drug, we examined if agp2Δ mutant would be defective in its uptake. While the WT 
cells efficiently took up DOX in the low YNB media, the agp2Δ mutant was defective in 
the drug uptake (Fig 3A, see also Fig 1A in YPD), consistent with the notion that DOX 
uptake is dependent upon an active influx transporter regulated by Agp2. The agp2Δ mutant 
was defective in DOX uptake at all concentrations tested (see Fig 1A), but not completely 
as compared to the WT (Figs 1A and 3A), raising the possibility that a redundant transporter 
for DOX remains functional in the agp2Δ mutant. Using epifluorescent microscopy, we 
examined whether the uptake of the drug into the WT and the agp2Δ mutant  
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Fig 3. Mutants lacking Agp2 are deficient in DOX uptake and display resistance to the drug.   
( A) FACS ana lysis of DOX uptake levels in the WT and the isogenic mutant strains. Cells were  
incubated in low YNB in the presence of DOX (800 μM) for 30 min and processed for FACS anal- 
ysis to quantify the level of drug uptake. The background uptake detected in the pre sence of normal  
amount of YNB, which vary between 10 to 20% was subtracted from each analysis to provide the  
real intracellular uptake of DOX. (B) Epifluorescent microscopy showing the relative accumulation  
of DOX in the WT and the isogenic mutants. Uptake   of DOX (800 μM) for 30 min was performed  
in low YNB and the cells processed for epifluorescent microscopy. Images were captured with an  
Olympus epifluorescent microscope equipped with a camera (see materials and methods). (C) Com- 
parison of the surviving f ractions of the WT and agp2Δ mutant following exposure to DOX. Uptake  
was conducted as in panel A, cells diluted and plated for survivors on solid YPD. The results were  
the averages of two independent experiments.  
-  
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would correlate with the FACS analysis. As shown in Fig 3B, DOX accumulation in the  
WT cells was significantly more intense than the agp2Δ mutant consistent with the FACS 
data. As mentioned above, and under these conditions DOX uptake severely compromised 
staining of the nuclear DNA with DAPI, perhaps a result of DOX intercalating with the 
DNA that prevented DAPI binding (data in S1 Fig.). Of importance, not all the cells from 
the agp2Δ mutant were defective in DOX uptake, as in any given field there is a fraction 
that take up the drug (Fig 3C). We suggest this could be the result of another transporter (see 
discussion).  
The increased influx of DOX into the cells is expected to damage the genome and lead to 
cell death. We examined the surviving fraction of the WT and the agp2Δ mutant cells 
following exposure to DOX. Briefly, exponentially growing cultures in YPD were washed 
twice in low YNB and incubated with DOX (800 μM) for 30 min followed by plating of the 
diluted cells to score for the fraction of the cells that survived the treatment. At least 45% of 
the WT cells did not survive exposure to the DOX treatment, while all the cells of the agp2Δ 
mutant survived (Fig 3C). We conclude from these data that the genotoxic effects of DOX 
depend on Agp2 for the efficient uptake of the drug into the cells. We next tested if the 
known polyamine transporters Dur3 and Sam3 that are regulated by Agp2 are involved in 
the uptake of DOX. The sam3Δ mutant was as proficient as the WT in DOX uptake, while 
dur3Δ mutant showed slight decrease in the drug uptake as monitored by FACS analysis 
(Fig 3A). However, uptake was reduced by nearly 35 to 40% in the sam3Δdur3Δ double 
mutant where both the SAM3 and DUR3 genes were deleted (Fig 3A), suggesting that these 
transporters play a role in the uptake of DOX. The fact that DOX uptake was not completely 
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diminished by the sam3Δdur3Δ double mutant is in agreement with the existence of 
additional permease(s) involved in the transport of this drug. It is noteworthy that the uptake 
of DOX by the sam3Δdur3Δ double and the sam3Δ and dur3Δ single mutants correlated 
with the level of accumulation of the drug in the cells as observed by epifluorescent 
microscopy (Fig 3B).  
  
3.4. Expression of either Dur3 or Sam3 rescues DOX uptake in the sam3Δdur3Δ 
double mutant  
  
To further test if Sam3 and Dur3 are involved in DOX uptake, we examined whether expression 
of these transporters from their endogenous promoter and carried by a multicopy plasmid, pSAM3 
and pDUR3, would rescue drug uptake in the sam3Δdur3Δ double mutant. RT-PCR analysis 
revealed that the SAM3 and DUR3 genes were expressed in the sam3Δdur3Δ double mutant when 
compared to the vector control (Fig 4A). Expression of pSAM3 restored DOX uptake in the double 
mutant to the WT level, while pDUR3 caused a modest stimulation in the uptake as monitored by 
both FACS and epifluorescent analyses (Fig 4B and 4C, respectively). These data provide further 
evidence that both Sam3 and Dur3 possess the ability to transport DOX into yeast cells. It is 
noteworthy that introduction of either pSAM3 or pDUR3 into the agp2Δ mutant did not rescue 
DOX uptake (Fig 4B and 4C), even though DUR3 was expressed at comparable level when 
introduced into the sam3Δdur3Δ double mutant (Fig 4A and 4B). While we have shown previously 
that Agp2 is required to maintain expression of the endogenous genes, SAM3 and DUR3, and 
which apparently could be bypassed by a multicopy plasmid as in the case for DUR3 (Fig 4A),   
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Fig 4. A multicopy plasmid carrying either the entire SAM3 or DUR3 gene rescues DOX 
uptake in the sam3Δdur3Δ double mutant but not in the agp2Δ single mutant. (A) RT-PCR 
analysis showing the expression level of SAM3 and DUR3 in the sam3Δdur3Δ and the agp2Δ 
mutants with the indicated plasmids. Total RNA (1 μg) was reverse-transcribed and the expression 
level of either SAM3 or DUR3 was assessed from the resulting cDNA using gene specific primers 
[5]. (B) DOX uptake is mediated by the Sam3 and Dur3 transporters and depends on Agp2 
function. The multicopy plasmid pSAM3 or pDUR3 carrying the entire SAM3 or DUR3 gene, 
respectively, with the endogenous promoter was introduced into either the sam3Δdur3Δ double 
mutant or the agp2Δ single mutant and the resulting transformants monitored for DOX uptake in 
low YNB using FACS analysis. (C) Epifluorescent microscopy showing that either pSAM3 or 
pDUR3 restores DOX uptake to the sam3Δdur3Δ double mutant, but not to the agp2Δ mutant. 
Microscopy was conducted as in Fig 3B.  
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there is no evidence whether Agp2 is also involved in the post-transcriptional or-translational 
regulation of these transporters [5]. 
 
3.5. Expression of C. elegans OCT-1 rescues DOX uptake in the agp2Δ mutant  
  
Our next objective was to determine whether higher eukaryotic cells carry genes that will 
permit uptake of DOX into yeast cells. Since Sam3 and Dur3 can transport a variety of 
cationic compounds, in particular, the prototypical substrate tetraethylammonium (TEA) 
used for classifying transporters into organic cation transporter family, we decided to search 
the literature for higher eukaryotic transporters with the ability to transport [14C]labeled 
TEA [21]. The search revealed the C. elegans OCT-1 (CeOCT-1) protein identified as a 
transporter for TEA and more recently as a transporter for ergothioneine [21, 22]. Analysis 
from the wormbase sequence data revealed that there are two isoforms, OCT-1a and OCT-
1b, with OCT-1a possessing an extra 17 amino acid residues at the N-terminus 
(MSFQAMETFAEISQEIL) as compared to OCT-1b (data in S2 Fig). Deletion of the oct1 
gene in C. elegans has been shown to shorten the lifespan of the animal, which may be 
related to oxidative stress caused by a defect in the import of the antioxidant ergothioneine 
[22]. Comparison between CeOCT-1 and Sam3 or Dur3 revealed no significant identity as 
determined by the CLUSTAWL program, but CeOCT-1 shared 31.1% identity with the 
human OCT1 (data in S2 Fig). We obtained a cDNA clone, which upon DNA sequencing 
corresponded to the F52F12.1 gene locus of chromosome 1 encoding the CeOCT-1b isoform 
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[21]. We engineered a construct pCeOCT-1 to express CeOCT-1b in the yeast agp2Δ mutant 
using gap repair such that the expression was driven by the yeast constitutive ADH promoter 
and carrying a C-terminal MYC tag. As shown in Fig 5A, the CeOCT-1-MYC fusion protein 
was expressed in the agp2Δ mutant as monitored by Western blot analysis probed with anti-
MYC monoclonal antibody. The expected size of CeOCT-1 is approximately 62 kDa and 
with the MYC tag the predicted size is estimated to be 64 kDa. However, expression of 
CeOCT-1 in yeast generated a protein that was substantially higher in molecular weight, 
suggesting that the protein is likely modified in yeast cells causing a significant shift in its 
mobility. In fact, CeOCT-1 is predicted to have three potential Nglycosylation sites Asn-70, 
Asn-81, and Asn-116 [21].  
We next examined whether CeOCT-1 expression would stimulate DOX uptake in yeast 
cells. The expression of CeOCT-1 in agp2Δ mutant stimulated DOX uptake by 6-fold when 
compared to the mutant carrying the empty vector, which was assessed by both FACS and 
epifluorescent analyses (Fig 5B and 5C). The level of DOX uptake stimulated by CeOCT-1 
expression in the agp2Δ mutant was nearly comparable to the level of drug uptake observed 
in the WT strain (Fig 5B). This suggests that expression of CeOCT-1 can function to take 
up DOX into yeast cells, but it is unable to further stimulate uptake beyond the level 
observed in the WT cells. We note that the ADH promoter driving the expression of CeOCT-
1 is independent of Agp2 function [5].  
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3.6. The C. elegans OCT-1 variants Q15A, C31A, Q109A and K300A are 
expressed, but defective in rescuing DOX uptake in the agp2Δ mutant  
To confirm that CeOCT-1 is indeed responsible for DOX uptake in the agp2Δ mutant, we 
examined the effect of four separate amino acid substitutions Q15A, C31A, Q109A and 
K300A within the transporter. We created these CeOCT-1 variants as the substituted amino  
acid residues are conserved in the human OCT1 transporter (data in S2 Fig). In addition, we 
wanted to test whether changing the amino charge in different regions that include the N-
terminal, transmembrane, extracellular and intracellular domains would interfere with the 
protein function [21]. The CeOCT-1 variants were expressed under the same expression 
system as the native CeOCT-1. All four CeOCT-1 variants, CeOCT-1-Q15A, CeOCT-
1C31A, CeOCT-1-Q109A, and CeOCT-1-K300A were expressed at similar level and with 
the same high molecular weight forms as the native CeOCT-1 protein when monitored by  
Western blot probed with anti-MYC (Fig 5A). These four variants were all defective in  
DOX uptake into the agp2Δ mutant, as compared to the native CeOCT-1 protein (Fig 5B 
and 5C). Since single mutations blocked the transport function of CeOCT-1, it appears that 
CeOCT-1 acts directly, and not via an interaction with another yeast transporter, to trigger 
the influx of DOX into the cells.  
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Fig 5. Expression of the native CeOCT - 1 , but not the variants, rescues DOX uptake in the agp2Δ  
mutant . Briefly, the C. elegans oct - 1 gene was cloned next to the ADH prom oter and placed in frame  
with a  C - terminal MYC epitope tag in the vector pTW438 t o produce the plasmid  CeOCT - 1 . The four  
variants were  derived from pCeOCT - 1 by site - directed mutagenesis. (A) Western blot   analysis showing  
expression of  CeOCT - 1 - MYC and its variants in the agp2Δ mutant. Equal amounts of total protein ex- 
tracts (50 μ g) were  probed with anti - MYC antibodies and the molecular size markers are ind icated in kD.  
( B) FACS analysis  showing that pCeOCT - 1 , but not the variants, stimulates DOX uptake to nearly WT  
level in the agp2Δ  mutant.  DOX uptake was monitored using FACS analysis.  ( C) Epifluorescent mi cros- 
copy showing that pCeOCT - 1 ,  but not the variants, causes the accumulation of DOX in the agp2Δ mutant.  
T he cells used for this analysis  were the same as for the FACS analysis in panel B. (D) Expression of  
CeOCT - 1  sensitizes the WT c ells to the  killing effects of DOX. Exponentially growing cells in selective  
minimal media   were washed twice with the low  YNB uptake buffer, adjusted to OD600 of ~ 1.0 then  
incubated in the same buffer with 800 μ M DOX in a final  volume of 100 μl. Samples 2 0 μl were taken at  
0 , 8, 16, and 24 mins, diluted 10,000 fold and 100 μ l plated  onto solid selective minimal media to score  
for the surviving factions, expres sed as a percentage of the zero  time point set at 100%.  
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3.7 Expression of CeOCT-1 sensitizes the WT strain to the genotoxic effects of 
DOX  
  
Since CeOCT-1 mediated the transport and accumulation of DOX into the yeast cells, we 
reasoned that the expression of this transporter would enhance the sensitivity of cells to the 
drug. In order to verify this hypothesis, the vector and the pCeOCT-1 plasmid were 
separately introduced into the WT cells and the resulting transformants were tested for DOX 
sensitivity by scoring for survivors. Briefly, exponentially growing cultures in minimal 
media were washed twice in low YNB and incubated with DOX (800 μM) followed by 
plating the cells to score for the survivors. When the WT cells expressing CeOCT-1 were 
challenged with DOX there was a time-dependent decreased in cell survival with only 5% 
of the cells surviving after 24 min (Fig 5D). In contrast, substantially more cells, ~ 35 to 
40%, that carried only the empty vector survived the treatment for 24 min (Fig 5D). 
Collectively, our data suggest that transporters exist in eukaryotic cells that can regulate 
cellular response to anthracyclines.  
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4. Discussion  
  
In this study, we show for the first time the yeast plasma membrane transporters Sam3 and 
Dur3, as well as their regulator Agp2, are involved in mediating the uptake of anthracyclines 
into the cells. These findings negate earlier claims that anthracyclines enter cells by simply 
diffusion across the plasma membrane (see in review [23]). Both Sam3 and Dur3 are not 
specific for anthracyclines as they serve to transport other substrates including polyamines 
into the cells [4, 5]. Our data suggest that the Agp2-regulated transporters operate with low 
affinity, mediating uptake when the drug concentration is high, that is, in excess of 100 μM. 
However, we cannot rule out the possibility that the assay conditions developed herein might 
be suboptimal and therefore it might not accurately assess the uptake affinities for these 
transporters. Many organisms including yeast have both low and high affinity transporters 
for various substrates such as polyamines, potassium, calcium, and amino acids, indicating 
that there might also be a high affinity DOX transporter in yeast [3, 5, 24]. We did not 
observe uptake at low DOX concentrations (10 μM) and perhaps the assay conditions might 
not be suitable to detect the existence of a high affinity transporter for DOX. Our 
observations that deletion of both DUR3 and SAM3 did not completely block DOX uptake 
and that the deletion of AGP2 only further reduced the uptake, raise the possibility that at 
least one additional transporter exists to take up DOX into the cells. In fact, a 
dur3Δsam3Δagp2Δ triple mutant showed the same low level of DOX uptake as the agp2Δ 
single mutant (data not shown), excluding the possibility that Dur3 and/or Sam3 could be 
the redundant transporter in the agp2Δ mutant. It is therefore possible that the existence of 
redundant DOX transporters might have prevented their detection in previous studies that 
applied genome-wide screens [9, 25]. In is noteworthy that in the case of the agp2Δ mutant 
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there are isolated cells in the population that showed significant DOX staining by 
epifluorescent microscopy as if these cells efficiently took up the drug (data in S1 Fig.). 
These brightly stained cells showed normal morphology and do not appear to be dead cells 
by FACS analysis, which would give a specific FSC/SSC location. As such, we speculate 
that these cells could be a reflection of a subpopulation expressing a redundant transporter. 
We have not attempted to synchronize the agp2Δ mutant and measure DOX uptake at the 
different phases of the cell cycle to test if the subpopulation exists in a particular phase. 
Nonetheless, we predict that deletion of this putative transporter in the agp2Δ mutant should 
completely abolish the drug uptake. Herein, we found that CaCl2 is a potent inhibitor 
blocking DOX uptake into yeast cells when the assay was conducted in minimal, but not in 
YPD, media. It is unlikely that Ca2+ binds to DOX to form a complex that impedes the drug 
uptake, as addition of CaCl2 to the uptake assay system for anthracyclines into mammalian 
cells did not prevent the drug entry (E.M., N.B., and D.R., in preparation). It is also unlikely 
that CaCl2 shut down the synthesis of Dur3, Sam3 and other transporters responsible for 
DOX uptake, as these transporters have not been implicated in preventing Ca2+ toxicity and 
the agp2Δ mutant is no more resistant to CaCl2 than the parent [2, 5]. Moreover, we further 
exclude the possibility that CaCl2 stimulates rapid efflux of DOX from the cells, as cells 
pre-incubated with DOX for 30 min followed by the addition of CaCl2 did not interfere with 
the intracellular level of the accumulated DOX. A reasonable explanation for the DOX 
uptake inhibition by the elevated level CaCl2 is that Ca2+ may signal a stress response that 
either inactivates the function of the transporters or activates the cell wall integrity pathway 
such that it alters the composition of the cell wall to prevent passage of the drug when cells 
are incubated in the minimal media [26]. In yeast, elevated concentrations of Ca2+ is sensed 
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by the Ca2+ sensor protein calmodulin, which binds and activates the protein phosphatase 
calcineurin [27, 28]. Calcineurin can act to dephosphorylate the transcription factor Crz1, 
which then translocates from the cytosol to the nucleus where it binds to promoters with 
calcineurindependent response element to activate expression of nearly 160 genes some of 
which encode proteins that are involved in cell wall integrity [27–29]. Thus, in the presence 
of high Ca2+, diffusion of DOX across the cell wall might be blocked and preventing it from 
reaching the plasma membrane. Alternatively, since Dur3 is phosphorylated, and possibly 
Sam3, by the Ptk2 kinase [4], it seems possible that the Ca2+ activated calcineurin 
phosphatase could dephosphorylate these transporters and inactivate the uptake functions. 
Testing these possibilities would require extensive genetic studies that disrupt components 
of the Ca2+ signaling and the cell wall integrity pathways. The restoration of DOX uptake 
into the agp2Δ mutant by expression of the C. elegans OCT-1 transporter strongly suggests 
that the transporters, as well as the substrate specificities, are conserved across species. 
However, we could not test directly whether CeOCT-1 functions as a DOX transporter in C. 
elegans, since uptake measurements are complicated by endogenous autofluorescent 
molecules with the same emission spectrum as DOX. Nonetheless, our data suggest that the 
yeast model system is useful to search for similar uptake permease(s) in mammalian cells. 
Preliminary uptake studies revealed that DOX can be actively transported into several 
human cell lines (E.M., N.B., and D.R., in preparation), although the nature and identity of 
the transporter await further studies. It is noteworthy that an earlier study by Okabe et al., 
claimed that the organic cation transporter hCT2 is an uptake transporter for DOX [18]. We 
have expressed hCT2 in our yeast system, but unable to detect hCT2-mediated DOX uptake. 
There are at least five other organic cation transporters OCTN1, OCTN2, OCT1, OCT2 and 
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OCT3, that have been characterized for functional roles in the uptake of various substrates 
that include L-carnitine, choline, ergothioneine, and the diabetes and anticancer drugs, 
metformin and imatinib, respectively [30, 31][32–34]. The C.elegans OCT-1 shares varying 
homology and distinct differences with each of these human organic cation transporters, for 
example, CeOCT-1 shares nearly 31% identity in a stretch of 440 amino acid residues with 
the human OCT1 (data in S2 Fig.), and thus it is possible that more than one of these human 
transporters could be involved in DOX uptake. Finding a DOX transporter(s) would be of 
great advantage as it might help to determine whether patients who are resistant to DOX 
treatment possess a defect in the drug uptake and thus would benefit from alternative 
therapy, as opposed to performing induction therapy without the knowledge whether the 
drug can enter or not into the cancer cells.  
In short, we have documented that yeast cells contain plasma membrane transporters that 
mediated the uptake of an important family of anticancer drugs, anthracyclines. Identifying 
and characterizing these transporters in human cells are likely to provide helpful hints to 
explain why a significant fraction of older patients with acute myeloid leukemia is resistant 
to anthracyclines possibly due to defects in the drug uptake.  
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5. Supporting Information  
  
 
S1 Fig. Doxorubicin compromises DAPI staining.  
Cells were grown in YPD media and uptake was carried out for 30 min with 800 μM 
DOX in either the same media or transfer to low YNB. Cells without DOX or after 
uptake were staining with DAPI before microscopy. In all experiments, DOX uptake 
severely compromised staining of the nuclear DNA with DAPI, which is likely due to 
the binding of DOX onto the DNA prevents DAPI binding.  
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S2 Fig. Comparison of the similarities and differences amongst three organic cation 
transporters, S. cerevisiae Sam3, C. elegans OCT-1 and human OCT1.  
The predicted amino acid sequences for the transporters were obtained from NCBI 
and aligned using CLUSTAWL. The residues shown in red are present in the CeOCT-
1a isoform, identities of 3 or more amino acid residues are highlighted in cyan, and 
yellow indicates distinct differences between CeOCT-1 and human OCT1. Asterisks 
indicate identical amino acid residues.    
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CHAPITRE 3  
 Discussion et Conclusion    
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1. Retour sur les résultats  
   
 1.1  La DOX chez S. cerevisiae  
  
Les résultats démontrent que les levures sont en mesure d’absorber la DOX et que celle-ci, 
tout comme chez l’humain, s’accumule préférentiellement sur la chromatine. De plus, la DOX à 
un effet létal sur la levure dont le mécanisme d’action est identique à celui retrouvé chez les 
mammifères puisque S. cerevisiae possède également une TOP II ayant les mêmes fonctions que 
celles retrouvées chez l’humain [92, 222]. Il faut toutefois observer que les concentrations de DOX 
utilisées dans cette étude sont incroyablement grandes comparativement à celles utilisées sur les 
cellules humaines. En effet, alors que les levures requièrent une concentration minimale de 100 µM 
pour observer une accumulation visible de DOX sur l’ADN et de 800 µM pour induire la mort 
cellulaire suite à une courte exposition, les études menées sur des cellules humaines utilisent des 
concentrations dépassant rarement les 5 µM et pouvant aller jusqu’à 0,25 µM [63, 74, 98, 109, 
110]. Des études avec la DOX, chez la levure, ont déjà été menées en utilisant des concentrations 
inférieures à 800 µm, cependant, en utilisant des temps d’exposition bien supérieurs, toutefois, 
même dans ces études, les concentrations de DOX n’approchaient pas celles utilisées avec les 
cellules humaines [88, 223]. Cela implique que, bien que la DOX agisse chez la levure de manière 
similaire à son mode d’action chez l’humain, les levures sont, en comparaison, beaucoup plus 
résistantes à la DOX et, plus particulièrement, à l’accumulation de DOX dans la cellule. Il y a 
plusieurs hypothèses qui pourraient expliquer ce phénomène. Peut-être la levure ne dispose-t-elle 
pas de système de haute affinité pour l’absorption de la DOX. Il est également possible qu’elle 
exprime naturellement des transporteurs qui font ressortir la DOX de la cellule en empêchant son 
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accumulation. En effet, ce genre de transporteur existe chez l’humain [98, 106, 107]. Il est possible 
que des transporteurs comme les TPO soient impliqués dans le transport de la DOX depuis le 
cytoplasme vers l’extérieur [158, 160, 161, 224-226]. Une autre hypothèse est l’implication de la 
paroi cellulaire que possèdent les levures. En effet, avant d’interagir avec un quelconque 
transporteur la molécule doit d’abord diffuser à travers cette paroi. Si la DOX éprouvait des 
difficultés à passer la paroi cellulaire, cela pourrait expliquer la résistance des levures à 
l’accumulation de la DOX [227-229]. C’est d’ailleurs par une modification de la paroi cellulaire 
que le Ca2+ pourrait empêcher l’entrée de DOX dans la levure. En effet, la calcineurine peut 
déphosphoryler le facteur de transcription Crz1, ce qui conduirait à une modification de 
l’expression de plusieurs protéines dépendantes du Ca2+, dont plusieurs composent la paroi 
cellulaire [230-233].  
 
 1.2  Agp2 contrôle l’absorption de la DOX chez S. cerevisiae  
  
Ces résultats montrent que malgré la résistance naturelle des levures à la DOX, il est 
possible d’étudier le transport de cette molécule chez la levure. En effet, même à de très fortes 
concentrations, la délétion du gène AGP2 augmente la résistance de la levure à la DOX et diminue 
de façon importante son accumulation dans la cellule. Cela contredit fortement l’idée selon laquelle 
la DOX entrerait dans les cellules par simple diffusion passive à travers la membrane des cellules. 
Toutefois, il est peu probable qu’Agp2 agisse comme transporteur de la DOX [3]. De fait, la 
délétion simultanée des transporteurs de polyamines Sam3 et Dur3 permet de réduire l’absorption 
de la DOX alors que la délétion d’un seul transporteur à la fois n’a que peu ou pas d’effet. Cela 
suggère que ces deux transporteurs, bien que possédant des affinités et des substrats différents 
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[211-216], sont tous deux capables de transporter la DOX et en l’absence de l’un d’eux, l’autre 
comblera le manque. Ce constat est supporté par le fait que la sur-expression de l’un ou l’autre de 
ces transporteurs stimule l’accumulation de DOX dans un double mutant sam3Δdur3Δ. Toutefois, 
on n’observe pas ce phénomène dans le mutant agp2Δ, ce qui est tout à fait logique puisque ces 
gènes ont été surexprimés en utilisant leur promoteur endogène et que celui-ci est sous le contrôle 
d’Agp2. Malheureusement, le RT-PCR n’est pas aussi informatif qu’un western blot sur l’activité 
de ces transporteurs, toutefois, il nous a été impossible d’insérer un tag sur protéines et nous ne 
possédons pas d’anticorps reconnaissant ces protéines. Il est peu probable que l’effet de SAM3 et 
DUR3 soit dû à un effet indirect de ces protéines puisqu’elles sont caractérisées comme 
transporteurs [3, 158, 162, 212, 217]. On remarque, dans la microscopie, que certaines 
cellules agp2Δ brillent plus que les autres. Cela pourrait être un effet du cycle cellulaire ou 
simplement des cellules mortes ou mourantes. On remarque, cependant, que l’accumulation de 
DOX dans le double mutant sam3Δdur3Δ demeure supérieure à celle d’un mutant agp2Δ. Cela 
suggère que, même si Sam3 et Dur3 sont tous deux capables de transporter la DOX, il existe une 
autre voie également sous le contrôle d’Agp2. Dans un mutant agp2Δ, il y a plus de 20 
transporteurs qui sont sous-exprimés. Chacun d’entre eux pourrait être responsable de la différence 
d’accumulation de DOX entre le double mutant sam3Δdur3Δ et le mutant agp2Δ [3]. Le plus 
probable est HNM1 puisqu’il s’agit du transporteur de choline. Or il a été démontré que la choline 
inhibait l’accumulation d’une autre anthracycline, la DNR, chez l’humain [204, 208, 234, 235]. 
D’ailleurs, le fait que la présence d’un composé dans le milieu, tout comme la suppression d’un 
transporteur, puisse compromettre l’entrée des anthracyclines dans la cellule suggère fortement 
que la diffusion passive n’est pas impliquée dans l’entrée des anthracyclines dans les cellules ou 
qu’elle constitue une voie négligeable.  
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1.3  L’expression de OCT-1 de C. elegans restaure l’absorption de la DOX chez le 
mutant agp2Δ.  
  
L’expression de protéines provenant d’autres organismes eucaryotes chez la levure avait 
déjà été tentée [220], mais les résultats de cette étude confirment cette possibilité et l’intérêt 
d’utiliser la levure pour étudier des protéines d’autres organismes eucaryotes. En effet, les résultats 
suggèrent fortement que la protéine de C. elegans OCT-1 était capable d’utiliser la DOX comme 
substrat. Sa sur-expression a permis de rétablir l’accumulation de DOX chez le mutant agp2Δ et 
d’augmenter la sensibilité de la souche WT à ses effets létaux. Pour une raison inconnue, la sur-
expression de CeOCT-1 ne semblait pas sensibiliser les cellules agp2Δ à la DOX. Cela pourrait 
être dû au changement d’expression d’une ou de plusieurs protéines induit par la délétion de AGP2 
[3]. Il serait possible que l’augmentation de l’accumulation de DOX dans la cellule soit due à un 
effet indirect de la protéine. Toutefois, comme CeOCT-1 a été caractérisé comme transporteur 
[236, 237], cela est peu probable. Le fait que des mutations ponctuelles puissent prévenir l’effet de 
la sur-expression de CeOCT-1 réduit la probabilité que l’effet de CeOCT-1 soit uniquement dû à 
une perturbation de la membrane cytoplasmique puisque ces mutations n’affectent pas 
nécessairement la localisation de la protéine [234]. Elles n’excluent toutefois pas complètement la 
possibilité que CeOCT-1 augmente l’accumulation de DOX via une interaction avec une autre 
protéine. Cette protéine a été identifiée chez C. elegans en 1999 en scannant le génome de cet 
organisme à la recherche de séquences homologues à celles des OCTs chez l’humain [237]. 
Récemment, un transporteur de haute affinité pour les anthracyclines a été identifié chez l’humain : 
OCT1 [234]. Ainsi, ces résultats sont cohérents avec l’implication de OCT1 comme transporteur 
d’anthracyclines, chez l’humain, et l’homologie partagée avec la protéine de C. elegans OCT-1. 
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Toutefois, il existe également un CeOCT-2 chez C. elegans et il est bien possible qu’il soit 
également capable d’utiliser la DOX comme substrat, mais on ne peut trouver que très peu de 
littérature sur cette protéine. Il est connu que, chez l’humain, les protéines OCT1, OCT2 et OCT3 
partagent un grand nombre de substrats tout en possédant leur affinité propre, pour chacun d’entre 
eux [101, 138]. En exemple, la metformine, un médicament antidiabétique, peut être transportée 
par les trois protéines [115, 132, 238-249]. Ainsi, il pourrait être intéressant de répéter l’expérience 
en utilisant la protéine de C. elegans CeOCT-2. 
 
 1.4  Faiblesses de l’étude  
 
Comme toute étude, celle-ci comporte quelques faiblesses. Nous avons tenté d’exprimer 
OCT1, récemment identifié comme transporteur de haute affinité pour les anthracyclines chez 
l’humain. Bien que l’expression de hOCT1 ait augmenté l’accumulation de DOX dans le 
mutant agp2Δ, cette augmentation n’était pas aussi grande qu’avec CeOCT-1. Or, il a été démontré 
que hOCT1 était en mesure de transporter la DNR à des concentrations de moins de 5 µM. Ainsi, 
la faiblesse de l’étude est que, bien qu’elle puisse identifier un transporteur pour les anthracyclines, 
elle n’est pas représentative de l’affinité du transporteur pour le substrat. Les levures sont 
résistantes à l’accumulation de DOX et il semblerait que l’expression de transporteur d’autres 
organismes eucaryotes ne soit pas en mesure de venir à bout de cette résistance naturelle. Cela 
réduit la probabilité que cette résistance soit due à l’absence de transport de haute affinité chez S. 
cerevisiae, puisque, même en y exprimant un transporteur de haute affinité, on n’observe toujours 
pas d’effet notable à moins de 100 µM de DOX. Toutefois, il faut noter que les conditions dans 
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lesquelles sont effectués les tests d’absorption ne sont peut-être pas optimales pour ces 
transporteurs exogènes. De plus, les protéines membranaires, comme les transporteurs, doivent 
subir des modifications posttraductionelles, c’est-à-dire qu’une fois la protéine formée, elle doit 
être modifiée, par exemple, par la glycosylation ou la phosphorylation [250, 251]. L’absence de 
ces modifications peut empêcher la protéine de fonctionner correctement. Ainsi, si cette méthode 
permet d’identifier des transporteurs d’autres organismes eucaryotes pour les anthracyclines, des 
études menées directement sur l’organisme en question seront nécessaires pour caractériser ce 
transporteur. Il faut aussi noter que cette étude ne démontre pas hors de tout doute que CeOCT-1 
transporte directement la DOX. L’effet pourrait tout de même être indirect via une interaction avec 
une autre protéine ou une altération de la membrane cytoplasmique.   
 
 
 1.5  Forces de l’étude  
  
L’avantage d’utiliser la levure comme système d’expression est que la protéine exprimée a peu de 
chances d’affecter l’expression d’autres gènes et permet d’identifier des transporteurs de faible 
affinité. Il a été démontré que la sous-expression d’un transporteur peut affecter l’expression des 
autres. En effet, on peut observer, dans des cellules exprimant un faible taux de OCT1, une sur-
expression de OCT3. Chez C. elegans l’étude du transporteur CeOCT-1 se fait surtout en en 
réduisant l’expression [236]. De fait, cette sous-expression de CeOCT-1 pourrait induire une 
surexpression d’un autre transporteur tel CeOCT-2, par exemple. Ainsi, si CeOCT-2 s’avérait 
également capable de transporter la DOX, la délétion de CeOCT-1 n’aurait aucun effet sur 
l’accumulation de DOX et l’on pourrait croire que CeOCT-1 n’est pas impliqué. Aussi, s’il devait 
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s’avérer que CeOCT-1 n’était qu’un transporteur de faible affinité et qu’il existait un transporteur 
de haute affinité, l’effet de la délétion de CeOCT-1 serait invisible. Ainsi, l’expression de la 
protéine de S. cerevisiae permet d’exclure les effets secondaires d’une délétion ou d’une sur-
expression dans l’organisme d’origine, et la présence d’un transporteur de plus grande affinité. 
Donc, cette méthode permet d’identifier toute protéine capable de transporter la DOX, quelle que 
soit son affinité ou sa régulation dans l’organisme d’origine.   
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 2  Importance de l’étude des transporteurs  
  
L’étude des transporteurs n’est pas récente. Chez les mammifères, plusieurs transporteurs 
ont été identifiés dans les années 90, tels les transporteurs OCT1, OCT2 et OCT3 [252-254]. 
Malgré tout, leur implication dans la cinétique des médicaments n’est pas connue de tous, 
particulièrement dans l’absorption des médicaments par les cellules cibles. Certains croient 
toujours que les médicaments entrent dans les cellules par diffusion passive [60]. Il a pourtant été 
démontré qu’un grand nombre de molécules utilisait des transporteurs pour en entrer dans les 
cellules, particulièrement les transporteurs de la famille des OCTs. 
     
 2.1  Les OCTs  
  
Les OCTs sont des transporteurs de cations organiques de la famille des SLC22 et comptent 
trois membres OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2) et OCT3 (SLC22A3). Toutefois, la famille 
des SLC22 comporte bien d’autres membres, dont OCTN1 (SLC22A4), OCTN2 (SLC22A5) et 
OCT6, aussi appelé hCT2 (SLC22A16) et comporte également des transporteurs d’anions 
organiques (OAT) dont OAT1 (SLC22A6), OAT2 (SLC22A7) et OAT3 (SLC22A8) ainsi que 
quelques autres [17, 111, 114, 255-259]. Les gènes de OCT1, OCT2 et OCT3 sont tous situés sur 
le chromosome 6 [260], dans une région de 400 kb et sont positionnés l’un à la suite de l’autre 
[102]. Ils possèdent tous 12 PTM, une grande boucle extracellulaire entre le PTM 1 et 2 et une 
grande boucle intracellulaire entre les PTM 6 et 7 [111]. Ils sont exprimés dans une grande variété 
de tissus et impliqués dans le transport de nombreuses molécules endogènes [111, 114, 124, 260-
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264]. Ces transporteurs sont également impliqués dans le transport de certaines toxines dont 
l’aflotoxine B1, le bromure d’éthidium, le N-methyl -4-phenylpyridinium (MPP+), le 1-méthyl-4-
phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), l’aconitine, le chlorpyrifos et le fenitrothion [111, 131, 
265, 266]. Mais ils ont grandement été impliqués dans le transport de médicaments et leur 
expression influence l’absorption, la distribution et l’élimination de plusieurs médicaments [267]. 
   
2.1.1 OCT1 (SLC22A1)  
 
Bien que les trois OCTs partagent beaucoup de substrats, ils ont une affinité variable pour 
chacun d’eux et certains de ces substrats sont spécifiques à un OCT en particulier [138]. Aussi les 
OCTs, bien que tous exprimés dans un grand nombre de tissus, ne sont pas tous exprimés dans les 
mêmes tissus et leurs niveaux d’expression varient de l’un à l’autre [113, 265]. OCT1 est 
principalement exprimé dans le foie, mais on le retrouve aussi dans les reins, le cerveau, l’intestin, 
le cœur, les poumons et plusieurs autres tissus ainsi que certaines cellules cancéreuses [112-114, 
248, 252, 266, 268-273]. En plus d’avoir été identifié dans l’absorption des anthracyclines [234] 
et de la metformine, OCT1 est capable de transporter un grand nombre de médicaments, dont 
l’amiloride, la bendamustine, la berberine, le fenoterol, le glycopyrrolate, l’imatinib, l’ipratropium, 
l’irinotecan, le lamivudine, l’oxaliplatine, l’oxyphenomium, le paclitaxel, la phenformine et la 
ranidine [100, 101, 125, 243, 274-276]. L’activité de OCT1 est influencée par l’activation de 
quelques kinases [250]. L’altération de l’activité de OCT1, par la réduction de son expression ou 
par l’apparition de mutations qui en modifient l’activité, l’affinité ou la sélectivité, de la protéine, 
affecte la réponse de plusieurs médicaments. Actuellement, plusieurs SNP de SLC22A1 sont 
connus et ont des effets variables sur la protéine [115, 247, 273, 274, 277-283]. Le fait est que l’on 
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observe des réponses variables entre les individus à des médicaments qui sont substrats de OCT1. 
Ainsi, une réduction de l’activité de OCT1 dans l’intestin peut induire une toxicité gastro-
intestinale de la metformine puisque la molécule s’accumulera dans l’intestin. Si cette réduction 
d’activité est plutôt localisée sur la cellule cible alors celle-ci ne répondra pas à la metformine [246, 
248, 284]. Ainsi, les variations génétiques observées sur le gène SLC22A1 influencent grandement 
la réponse à la metformine. On observe ce phénomène également pour d’autres médicaments. Des 
cellules exprimant un OCT1 muté ne répondent pas à la bendamustine [125]. De même, une 
diminution de l’activité de OCT1 réduit la réponse à l’imatinib [285, 286]. Il en va de même pour 
l’irinotecan, le paclitaxel et l’oxaliplatine pour lesquels l’activité de OCT1 représente un point 
charnière de leur efficacité [100, 104].     
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 3  Conclusion  
 
En conclusion, l’absorption de la DOX, par la levure, est majoritairement dépendante du 
transport médié par la protéine membranaire Agp2, via son contrôle sur l’activité de nombreux 
transporteurs, dont Sam3 et Dur3. De plus, les résultats suggèrent que la protéine CeOCT-1 est un 
transporteur fonctionnel pour les anthracyclines. Aussi, la sensibilité des cellules à leur effet 
toxique de la DOX est dépendante de sa capacité à pénétrer dans la cellule. Cela démontre 
l’importance des transporteurs dans la réponse aux anthracyclines, et toute cellule cible 
n’exprimant pas le transporteur requis, sera insensible à ces molécules. De manière générale, les 
transporteurs sont essentiels à la bonne absorption, la bonne distribution, l’efficacité et la bonne 
élimination des médicaments. Toute altération d’un transporteur impliqué dans le transport 
transmembranaire d’un médicament influencera la réponse du patient à celui-ci; faisant des 
transporteurs un facteur primordial de la pharmacogénétique. 
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